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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
 
Balb/c  linija albino imunsko sposobnih laboratorijskih miši (ang. inbred miši) 
BLEO  bleomicin 
Cy3  cianin 3 
CIS  cisplatin 
C57Bl/6 linija navadnih črnih imunsko sposobnih laboratorijskih miši (ang. inbred 
miši) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
ECT  elektrokemoterapija 
EP  elektroporacija 
GET  genski elektro prenos 
GM-CSF faktor za stimulacijo kolonij granulocit in monocit 
IHC  imunohistokemija 
IL-12  interlevkin 12 
mRNA  prenašalna ribonukleinska kislina 
OCT  optimalna temperatura za rezanje (ang. optimal cutting temperature) 
PBS  izotonični fosfatni pufer (angl. phosphate buffered saline) 
TNFα  faktor tumorske nekroze alfa 
Treg  regulatorne celice T 
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1. UVOD 
 
Področje  onkologije je interdisciplinarna veja medicine, ki vključuje tako diagnostiko, 
preventivo in zdravljenje raka, kot tudi rehabilitacijo bolnikov po zdravljenju. Onkologija 
želi v klinično prakso s translacijskim pristopom integrirati tudi odkritja temeljnih, kliničnih 
in populacijskih raziskav (Kovač, 22, Onkologija učbenik).  
 
Za uspešno diagnostiko in vrednotenje ter uvajanje novih terapij zdravljenja je pomembno 
dobro poznavanje heterogenega tumorskega tkiva in njegovega okolja. V zadnjem času se 
vedno večji vpliv na razvoj tumorja pripisuje tumorskemu mikrookolju, ki ga sestavljajo 
različne celice. Tumorsko mikrookolje sestavljajo endotelijske celice, fibroblasti, angiogene 
celice žil, različni tipi imunskih celic, predvsem v tumor infiltrirajoči limfociti. Vse te 
različne celice pomembno vplivajo na razvoj tumorja, odziv na terapijo in invazivnost 
(Martins, 2019).  
 
1.1. Opredelitev problema magistrske naloge 
 
Analiza infiltracije imunskih celic v tumor se je že izkazala za uspešno prognostično in 
diagnostično orodje pri različnih oblikah raka (Fridman 2012, Herbst 2014). V klinični 
uporabi so pokazali, da gostota T celic CD3+ in CD8+ v primarnem tumorju raka debelega 
črevesa vpliva na prognozo bolnikov (Galon, 2016). Za preučevanje tumorskega 
mikrookolja in odziva na različne terapije se je za uspešno izkazala uporaba metode 
večbarvnega imunofluorescenčnega barvanja v kombinaciji s konfokalnim mikroskopom. Z 
večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem lahko sočasno opazujemo različne celične 
populacije, ki se nahajajo znotraj tumorja v tumorskem mikrookolju, torej med tumorskimi 
celicami (Stack in sod. 2014). Možnost uporabe večbarvnega imunofluorescenčnega 
barvanja omogoča pridobivanje novih podatkov o količini in prostorski razporeditvi celic 
tumorskega mikrookolja in vodi v natančnejše poznavanje njihove vloge v razvoju tumorja 
in odgovoru na zdravljenje (Feng in sod. 2016). 
 
Z omenjeno metodo lahko preučujemo vlogo različnih imunskih celic, kot so na primer 
makrofagi, limfociti T in naravne celice ubijalke (NK celice), ter njihovo vlogo v razvoju 
tumorja in odzivu na različne terapije. Ena od novejših terapij, ki je še v fazi raziskovanja, 
je elektrokemoterapija (ECT) v kombinaciji z elektrogenskim prenosom (GET) z 
interlevkinom 12 (IL-12). Ravno tako lahko preučujemo rast in razvoj tumorskega žilja ter 
medsebojne interakcije med tumorskimi ter imunskimi celicami. Na nivoju različnih mišjih 
tumorskih modelov so spremembe v tumorskem mikrookolju po ECT v kombinaciji GET in 
IL-12 še slabo raziskane. Namen magistrske naloge je ovrednotiti in primerjati sestavo 
tumorskega mikrookolja med različnimi mišjimi tumorskimi modeli ter kako se ta spremeni 
po terapiji. 
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1.2. Delovne hipoteze 
 
- z  uporabo večbarvnega imunofluorescenčnega barvanja v kombinaciji s konfokalno 
mikroskopijo bomo lahko natančno opredelili spremembe v mikrookolju mišjih 
tumorskih modelov po različnih terapijah 
- kvalitativno bomo ovrednotili prisotnost markerja/označevalca za proliferacijo Ki67, 
markerja za angiogenezo CD31, makrofage F4/80 in limfocite CD4+ in CD8+ pred 
in po različnih terapijah
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2. PREGLED OBJAV 
 
2.1. Rak 
 
Rak je poleg srčno-žilnih bolezni glavni vzrok umrljivosti prebivalcev Slovenije in drugih 
držav zahoda, zato je preučevanje biologije raka izjemnega pomena (Kovač, 2018: 22). 
Nastane kot posledica različnih dinamičnih sprememb genoma celic. Rak lahko nastane iz 
večine celic v telesu, zato obstaja več kot 200 različnih oblik raka in tumorskih podtipov, ki 
nastanejo v tkivu različnih organov (Novaković, 2018: 39). Tumor je novotvorba, ki nastane 
zaradi nenadzorovane rasti celic. Če je rast tumorja lokalno omejena in ne metastazira, 
govorimo o benigni obliki tumorja. V primeru, da je rast tumorja hitra, celice začnejo 
preraščati sosednja tkiva ne glede na svoje mesto v primarnem tkivu ter niso odzivne na 
rastne dejavnike, gre za invazivni maligni tumor. Rak pa je skupno ime za vse maligne 
tumorje. Stanje celic med benigno in maligno obliko pa se imenuje displazija oziroma 
premaligna oblika (Weinberg, 2014). 
 
Rak je poligenska bolezen in nastane z mutacijami ali epigenetskimi spremembami v eni 
sami celici (klonalna teorija nastanka). Trenutno velja, da vsaj 1% človeških genov posredno 
ali neposredno sodeluje pri transformaciji iz normalne celice v maligno. Proces se imenuje 
kancerogeneza (Novaković, 2018: 38). 
 
2.2. Kancerogeneza 
 
Transformacija celice iz normalne v maligno je večstopenjski proces imenovan 
kancerogeneza. Nastane kot posledica delovanja različnih notranjih in zunanjih dejavnikov 
imenovanih kancerogeni. Njihova skupna lastnost je, da poškodujejo celično DNA, tako da 
se začne nenadzorovano deliti. Poznanih je več vrst kancerogenov, od bioloških (virusi), 
kemičnih (azbest, aflatoksini in drugo) do fizikalnih (UV sevanje, ionizirajoče sevanje) 
(Serša, 2009). Delovanje kancerogenov je lahko neposredno na DNA (mutageni dejavniki) 
ali pa posredno vplivajo na regulacijo izražanja določenih genov (epigenetski dejavniki). 
Kancerogeni vplivajo na gene, ki spodbujajo celično rast (protoonkogeni, ki v maligni celici 
mutirajo v onkogene), gene, ki sprožijo apoptozo in tiste gene, ki nadzirajo pravilno celično 
delitev ter popravljajo napake na DNA (tumor supresorski geni). Na nastanek raka pa 
vplivajo tudi drugi dejavniki, kot so hormoni in snovi, ki so odgovorne za promocijo celičnih 
delitev. Nekatere mutacije so tudi dedne in povečajo tveganje za razvoj maligne celice 
(Serša, 2009).  
 
Za nastanek maligne celice je vedno potrebna serija zaporednih mutacij, katerih predpogoj 
je genomska nestabilnost celice oziroma faza imenovana iniciacija. Sledi faza promocije, v 
kateri se število celic z mutacijami namnoži. Faza izražanja nastalega malignega fenotipa pa 
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se imenuje progresija, postopoma se zgodi tudi vaskularizacija tumorja (Novaković, 2018: 
38). 
 
Po uspešni kancerogenezi sledi namnožitev in rast tumorja, proces imenovan tumorigeneza. 
Proces tumorske rasti na nivoju celic sledi principom Darwinove evolucijske teorije. 
Nenehno prilagajanje okolju poganja imunski sistem, ki izvaja selekcijski pritisk tako, da 
nenehno uničuje tiste rakave celice, ki jih prepozna kot tuje in nevarne. Zaporedne mutacije 
celic omogočijo, da se celice nenehno prilagajajo spreminjajočemu se okolju in postopoma 
razvijejo lastnosti, ki so skupne vsem rakavim celicam. Za celice malignega tumorja je 
značilno, da:  
- ohranjajo signalizacijo proliferacije (samozadostna rast),  
- so neodzivne na signale rastne inhibicije,  
- se izogibajo celični smrti (apoptozi),  
- imajo neomejeno sposobnost  celičnih delitev,  
- inducirajo angiogenezo, prodrejo v okoliška tkiva in metastazirajo  
(Hanahan, Weinberg, 2000).  
Kasneje so osnovnim šestim lastnostim dodali še štiri, in sicer:  
- ohranjanje vnetnega stanja v okolici tumorja,  
- izogibanje imunskemu sistemu,  
- spremenjen celični metabolizem (anaerobna glikoliza)  
- ohranjanje genomske nestabilnosti  
Mnoge od teh lastnosti pa so posledica stromalnih celic oziroma prilagojenega tumorskega 
mikrookolja (Hanahan, Weinberg, 2011).  
 
2.3. Tumorsko mikrookolje 
 
Tkivo, ki obdaja tumorske celice imenujemo tumorsko mikrookolje. Vključuje krvne žile, 
zunajcelični matriks, druge zdrave celice in signalne molekule. Z uporabo markerjev za 
različne celične tipe so že pokazali prisotnost stromalnih celic, fibroblastov, imunskih celic 
(limfociti T, limfociti B, celice ubijalke, makrofagi,...), pericitov in včasih tudi adipocitov. 
S tumorjem povezani makrofagi v večini stimulirajo tumorigenezo, medtem ko vpliv 
prisotnosti limfocitov T in limfocitov B na prognozo še ni dokončno jasen (Hui, Chen, 2015).  
 
Tumorsko mikrookolje se razlikuje od mikrookolja zdravega tkiva po številnih lastnostih. 
Zanj je značilna izjemna heterogenost, spremenjena koncentracija kisika in drugih 
nutrientov, drugačni vzorci metabolizma in drugačen pH. Med tumorskim mikrookoljem in 
tumorskimi celicami se skozi razvoj tumorja razvije mutualističen odnos, ki omogoča 
tumorju neomejeno rast, metastaziranje in odpornost na imunski sistem in terapije (Turley, 
2015).  
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Slika 1: Tumorsko mikrookolje (povzeto po Turley in sod. 2015) 
Na številnih lokacijah tumorja je prisotna hipoksija, do katere pride zaradi hitre tumorske 
rasti in slabo razvitih  žil, ki imajo pogoste strukturne nepravilnosti in puščajo. Vendar 
območje hipoksije ni značilno za celotno tkivo tumorja, pač pa se pojavlja v določenih 
naključno nastalih delih, glede na njegovo trenutno prekrvavljenost. Zmotno je misliti, da je 
hipoksija prisotna v notranjosti tumorja, ali da je stopnja hipoksije povezana z velikostjo 
tumorja. Edina metoda s katero lahko natančno določimo območja hipoksije na celičnem 
nivoju je imunohistokemija. Na območja hipoksije težje dostavimo zdravila in nakazujejo 
višjo incidenco metastaziranja (Tannock, 2013). 
 
Pomemben dejavnik tumorskega mikrookolja je tudi spremenjen pH, ki je posledica 
tumorske preskrbe s kisikom. Zaradi slabe prekrvavitve se iz celic izloča več metabolnih 
kislin, kot sta ogljikova kislina (H2CO3) in mlečna kislina (C3H6O3), ki zunajcelični prostor 
spremenita v bolj kislega od zdravega tkiva (Tannock, 2013).  
 
Tretja nepravilnost tumorskega mikrookolja pa je pritisk tekočine v intersticiju. V 
medceličnini je več odpadnih produktov (predvsem mlečne kisline), nivo glukoze pa je 
zaradi večje celične presnove nižji. Zaradi spremenjenega metabolizma pa tudi zaradi 
puščanja in nepravilne oblike tumorskega žilja je tlak v mikrookolju tumorja povišan in snovi 
iz žile ne morejo prehajati v tumorsko tkivo. Tudi ta pojav zmanjša učinkovitost 
kemoterapevtikov (Tannock, 2013). 
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2.4. Zdravljenja rakavih obolenj 
 
Za zdravljenje raka se v splošnem uporabljajo trije osnovni principi: kirurška odstranitev, 
radioterapija/obsevanje in sistemsko zdravljenje (kemoterapija, hormonsko zdravljenje in 
biološko zdravljenje), v določenih primerih pa tudi podporno in paliativno zdravljenje. 
Pogosto se različne oblike združujejo, glede na lokacijo primarnega tumorja, velikost 
tumorja, število oddaljenih zasevkov, upoštevati pa je potrebno tudi splošno zdravje bolnika 
(Kovač, 2018: 23). Vsi pristopi zdravljenja temeljijo na načelu, da je tumorsko tkivo 
potrebno uničiti ali odstraniti. Tumor pa obdaja tudi zdravo tkivo, za katerega je pomembno, 
da ga terapija čim manj poškoduje, saj je v nasprotnem primeru lahko ogroženo bolnikovo 
življenje (Serša, 2009).  
 
Najpogostejša in tudi najuspešnejša je še vedno kirurška metoda zdravljenja v kombinaciji s 
sistemsko terapijo in obsevanjem. S kirurgijo poskušajo odstraniti vse tumorske celice, 
sledita pa še obsevanje in sistemska terapija kot dopolnilni metodi, s katerima odstranimo 
morebitne mikroskopske ostanke bolezni. Uporabita se lahko tudi predoperativno, da se 
predhodno zmanjša velikost tumorja in je tako kirurška odstranitev manj invazivna 
(Perhavec, Žgajnar, 2018: 178). V primeru, da je tumor prevelik, prerašča v pomembne 
organe ali je že močno metastaziral, pa se uporabi izključno radioterapija in/ali katera od 
oblik sistemskega zdravljenja. 
 
Drugi, lokalni način zdravljenja je radioterapija. Pri radioterapiji se uporablja ionizirajoče 
sevanje, ki pri prehodu skozi biološki material odda energijo in tako povzroči ionizacijo. 
Nekateri organi so bolj, drugi manj občutljivi na ionizirajoče sevanje. Kritična tarča 
ionizirajočega sevanja je DNA tumorskih celic. Učinki sevanja pa so neposredni (ko se zgodi 
sprememba na DNA) ali posredni, ko zaradi sevanja nastanejo reaktivni prosti radikali, ki se 
vežejo na organske molekule kot je DNA in jih poškodujejo ali spremenijo (Serša, Čemažar, 
Casar 2018: 184). Za učinkovito zdravljenje se izkorišča razlika v učinkovanju na zdravo in 
tumorsko tkivo, z naprednimi tehnikami obsevanja in možnostjo natančne določitve tarčnega 
volumna tumorja ima tudi radioterapija veliko stopnjo uspešnosti. Podobno kot s kirurško 
metodo, se tudi radioterapijo združuje s sistemskimi oblikami zdravljenja (Serša, 2009).  
 
Zdravljenje raka z zdravili je sistemsko zdravljenje in se kombinira z obema zgoraj 
omenjenima metodama lokalne terapije. Uporablja se za zdravljenje vseh stadijev raka, 
delimo ga na zdravljenje s citostatiki (kemoterapija), zdravljenje s hormonskimi zdravili 
(hormonsko zdravljenje) in zdravljenje z biološkimi zdravili (tarčno zdravljenje in 
imunoterapija). Sistemsko zdravljenje raka je eno izmed najbolj zahtevnih farmakoloških 
zdravljenj, odziv na sistemsko zdravljenje je pogosto odvisen tudi od prirojenega genetskega 
zapisa posameznika (Čufer, Knez, Mrhar 2018: 262). 
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2.4.1. Hormonsko zdravljenje 
 
Prvo hormonsko zdravljenje je bilo v bistvu posledica kirurškega zdravljenja. Konec 18. 
stoletja je namreč kirurg Beatson v znanstveni reviji objavil izsledke učinkovite zaustavitve 
tumorske rasti na dojkah žensk, ki jim je odstranil jajčnike. Sledil je razvoj hormonskih 
zdravil, ki posnemajo delovanje različnih spolnih hormonov (Čufer, Knez, Mrhar 2018: 
264). Hormonsko zdravljenje je primerno za tiste tumorje, katerih rast je odvisna od 
hormonov, kot sta rak dojke in rak prostate. Z zmanjšanjem nivoja hormonov lahko rast 
nekaterih tumorjev ustavimo in celo povzročimo njihovo smrt. Hormonska zdravljenja se 
lahko uporabi tudi kot podporno terapijo za zmanjšanje stranskih učinkov drugih metod 
zdravljenja (Serša, 2009).  
 
2.4.2. Biološka zdravila 
 
Natančno poznavanje biologije raka je v zadnjih dveh desetletjih vodilo v razvoj učinkovitih 
tarčnih zdravil za zdravljenje posameznih tipov raka. Poznavanje molekularnih 
mehanizmov, sprememb v rakavi celici ali njeni okolici, ki jih vodi v nesmrtnost, zasevanje, 
nenadzorovano rast, razvoj žilja, je osnova za odkrivanje tarč, preko katerih se lahko ti 
mehanizmi preprečijo ali zaustavijo. Danes znane tarče so različni receptorji za rastne 
dejavnike, kot sta receptorja za žilni rastni dejavnik (VEGFR) in epidermalni rastni dejavnik 
(EGFR). Vplivati pa je mogoče tudi na genetske spremembe v signalnih poteh, ki delujejo 
preko delovanja tirozinskih kinaz. Številna tarčna zdravila so danes že v uporabi, še več pa 
jih je še v fazi raziskovanja. Glede na strukturo ločimo dve vrsti tarčnih zdravil: 
monoklonska protitelesa in male molekule (Čufer, Knez, Mrhar 2018: 285). 
 
Koncept uporabe specifičnih protiteles pri zdravljenju raka se je razvil že ob njihovem 
odkritju ob koncu 19. stoletja. Sprva so želeli izolirati tarčna protitelesa z imunizacijo živali 
s človeškimi rakavimi celicami, s čimer bi hipotetično lahko dobili tarčno zdravilo zaradi 
imunskega odziva telesa proti rakavim celicam. Učinkovita tarčna zdravila so lahko začeli 
razvijati šele kasneje, ko so bolje poznali izražanje receptorjev na površini rakavih celic. 
Torej receptorjev, na katera se vežejo monoklonska protitelesa. Monoklonska protitelesa 
delujejo na tri načine: s svojo vezavo neposredno sprožijo celično smrt, z vezavo celice 
označijo in jih tako izpostavijo imunskemu sistemu, ki jih tako prepozna in uniči, ali pa s 
svojo vezavo povzročijo uničenje tumorskega žilja in stromalnega tkiva, ki prav tako vodi v 
odmiranje tumorskih celic (Scott in sod., 2012). 
 
Monoklonska protitelesa so biološka zdravila v pravem pomenu beseda, saj so pridobljena z 
biotehnološkimi postopki in so večinoma popolnoma humanizirana, zato predstavljajo 
manjše tveganje za preobčutljivostne reakcije. Male molekule pa so zdravila, pridobljena s 
kemično sintezo. Delujejo neposredno na signalne molekule znotraj celic ali preko inhibicije 
znotrajceličnih encimov tirozinskih kinaz, ki so se aktivirali zaradi genskih mutacij. Za 
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zdravljenje se uporabljajo samostojno, medtem ko se monoklonska protitelesa pogosteje 
uporablja v kombinaciji s citostatiki (Čufer, Knez, Mrhar 2018: 287). 
 
2.4.3. Zdravljenje s citostatiki 
 
Kemoterapija je najstarejši način zdravljenja raka z zdravili. Prvi odkrit citostatik je bil iperit, 
ki so ga razvili med obema svetovnima vojnama in uporabljali kot bojni strup. Citostatiki 
delujejo na celični cikel, ki ga zavrejo in tako povzročijo celično smrt. Največji problem je 
njihova neselektivnost, saj učinkujejo na vse celice v fazi delitve. Zaradi njihove 
neselektivnosti imajo tudi veliko stranskih, toksičnih učinkov na zdrave celice/tkivo v 
organizmu. Zdravila, ki se uporabljajo pri sistemskem zdravljenju raka imajo pogosto zelo 
ozko terapevtsko okno, kar pomeni, da je zelo pomemben natančen odmerek zdravila, saj je 
razlika med učinkovitim in toksičnim/smrtnim odmerkom zdravila navadno zelo majhna 
(Čufer, Knez, Mrhar 2018: 267).  
 
Citostatiki delujejo v različnih fazah celičnega cikla, od faze G1, ki nastopi takoj po mitozi, 
faze S, ko se v celici podvoji molekula DNA, do faze G2 - tik pred mitozo - ko nastajajo 
RNA in beljakovine, pa tudi v fazi M, ko se celica razdeli na dve hčerinski celici. Na celice 
v mirujoči fazi celičnega cikla citostatiki nimajo vpliva. Zdravljenje s citostatiki se izvaja v 
ciklusih na vsake 3-4 tedne. Tako citostatiki najbolj ciljno učinkujejo, saj v času med cikli 
pride do ponovne rasti tumorja, torej celice ponovno ujamemo v fazi delitve (Čufer, Knez, 
Mrhar 2018: 276).  
 
 
Slika 2: Celični cikel in delovanje citostatikov (povzeto po: Čufer in sod. 2018) 
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Citostatike razvrščamo glede na njihov način delovanja v štiri skupine: alkilirajoči 
citostatiki, antimetaboliti, inhibitorji topoizomeraze in učinkovine z delovanjem na 
mikrotubule. Danes poznamo več kot 100 različnih citostatikov, v nadaljevanju se bomo 
osredotočili na dva, ki smo ju uporabili v terapijah mišjih tumorskih modelov: cisplatin in 
bleomicin.  
 
2.4.3.1. Cisplatin (CDDP) 
 
Cisplatin spada med alkilirajoče citostatike. Za njih je značilno, da 
vsebujejo zelo reaktivno elektrofilno skupino, preko katere se 
kovalentno vežejo na molekulo DNA, posledično pride do tako 
imenovane platinacije DNA. Vzpostavitev kovalentnih vezi z DNA 
vodi do napak v podvojevanju in ga ustavi. Po strukturi ga uvrščamo 
med platinove spojine (Čufer, Knez, Mrhar 2018: 280).  
 
Drugo ime za cisplatin je Peyronov klorid in je prvi sintetiziran citostatik osnovan na platini. 
Njegov učinek proti proliferaciji je prvi dokazal Rosenberg s sodelavci v šestdesetih letih 
dvajsetega stoletja (Monneret, 2011). Deluje proti široki skupini čvrstih tumorjev, vključno 
z rakom na jajčnikih, testisih, mehurju, debelem črevesu, pljučih in rakih vratu in glave. 
Spremljajo ga resni stranski učinki kot so poškodbe lasnih celic in Cortijevega organa, 
nefrotoksičnost, periferna okvara živcev pa tudi slabost in bruhanje (Dilruba, Kalayda 2016).  
 
Slika 3: Kemijska 
struktura cisplatina 
10 
Adamič U. Odgovor mišjih tumorskih modelov na terapijo z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
 
 
Slika 4: Mehanizem delovanja in rezistence na cisplatin (povzeto po: Dilruba, Kalayda, 2016) 
Mnogi tumorji so na citostatike iz platinove spojine tudi rezistentni. Razlogi za rezistenco so 
lahko različni (Slika 4). Tumorska celica morda citostatika ne prepozna, saj nima 
prenašalcev »copper 1« (CTR1), lahko je sposobna platinirano DNA popraviti (mehanizem 
popravljanja z izrezovanjem nukleotida, oziroma nucleotide excision repair - NER), lahko 
je sposobna delitve tudi ob platinirani DNA (če je mehanizem za popravljanje neujemanja 
DNA, oziroma mismatch repair (MMR) inhibiran, ne sproži apopotoze ob neuspelem 
popravljanju) ali pa se kljub poškodovani DNA izogne apoptozi  (inaktivacija tumor 
supresorskega gena p53) (Dilruba, Kalayda, 2016).  
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2.4.3.3. Bleomicin (BLEO) 
 
 
Slika 5: Kemijska struktura bleomicina 
Bleomicin je skupno ime za skupino glikopeptidnih citotoksičnih antibiotikov, ki jih gradi 
bitiazolni obroč, zaradi katerega so sposobni interkalacije v molekulo DNA. Stranske 
skupine so sposobne kelacije kovinskih ionov, predvsem železa in bakra, ti pa sprožijo 
nastanek radikalov in posledično pretrganje verige DNA (Obreza, 2009). 
 
Antibiotik proizvajajo bakterije Streptomyces verticillus. Uporablja se za zdravljenje 
Hodgkinovega limfoma, ne- Hodgkinovega limfoma, raka materničnega vratu, testisov, 
vratu in glave, pa tudi za plevralni izliv. Najbolj resen neželeni učinek terapije je pljučna 
fibroza, možni pa so tudi drugi pljučni zapleti (Multum, 2018 ).  
 
2.4.4. Elektrokemoterapija 
 
Elektrokemoterapija je terapija, pri kateri povečamo vnos kemoterapevtikov, kot so 
cisplatin, oksaliplatin in bleomicin v tumorske celice s pomočjo elektroporacije (slika 6). 
Elektrokemoterapija je že v uporabi pri zdravljenju določenih tumorjev s cisplatinom in 
bleomicinom (Serša, Miklavčič, 2008).  
 
Lokalni nadzor tumorjev je z uporabo elektrokemoterapije učinkovit do 80%, vendar brez 
vpliva na metastaze. Elektrokemoterapija v tumorjih povzroči tako nekrozo, kot tudi 
apoptozo tumorskih celic, glede na zadnje izsledke pa tudi imunogeno celično smrt, torej 
izzove tudi imunski odziv organizma. Tumorji, ki jih prepoznava in napada tudi imunski 
sistem, se bolje odzivajo na nadaljnje zdravljenje in imajo višjo stopnjo ozdravljivosti (Serša 
in sod., 2015). 
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Raziskave in vitro so pokazale, da je cisplatin ob uporabi elektroporacije bolj citotoksičen 
za nediferencirane celice in rezistentne tumorske celice kot brez izpostavitve elektroporaciji 
(Čemažar in sod., 2001). Podobno so pokazale tudi in vivo raziskave, kjer se je terapija z 
intratumorskim vnosom cisplatina izkazala za bolj učinkovito od terapije z vnosom skozi 
žilo (intravenozno) (Čemažar in sod., 1995). V raziskavi narejeni na Onkološkem inštitutu 
so na mišjem tumorskem modelu melanoma B16F10 pokazali, da je elektrokemoterapija s 
cisplatinom učinkovitejša od uporabe oksaliplatina. V obeh primerih je prišlo tudi do 
infiltracije limfocitov v tumorsko mikrookolje, kar nakazuje na aktivacijo proti-tumorskega 
odziva imunskega sistema (Uršič in sod., 2018).  
 
Prvotno so želeli z elektrokemoterapijo zdraviti predvsem manjše in površinske tumorje, ki 
se niso odzvali na radioterapijo in niso bili primerni za kirurško odstranitev, vendar se zaradi 
uspešnosti zdravljenja uporaba elektrokemoterapije v zadnjem desetletju širi tudi na globoko 
ležeče tumorje (Stepišnik in sod., 2016). Elektroterapija postaja preprosto dostopen 
postopek, omogoča fleksibilnost v tehniki, je ponovljiv, ima visoko lokalno učinkovitost, 
bolniki pa ga dobro prenašajo. V tumor preko elektrod aplicirajo kratke električne pulze, ki 
povzročijo prehodno povečano prepustnost membrane in posledično učinkovitejši vstop 
citostatikov v tumorske celice. Uporabnost metode se povečuje tudi s tehnološkim 
napredkom. Z različnimi tipi elektrod lahko dosežejo tudi globlje ležeče tumorje kot so 
kostne metastaze, maligne spremembe v jetrih, trebušni slinavki in prostati pa tudi tumorje 
prebavne cevi. Poleg tega pa elektroporacija omogoča tudi združevanje z mnogimi drugimi 
strategijami zdravljenja kot so imunoterapija, genski elektroprenos, radioterapija in 
elektroporacija s kalcijem (Campana in sod. 2018).  
 
2.4.4.1. Elektroporacija 
 
Med elektroporacijo nastanejo v celicah zaradi zunanjega električnega polja začasne 
hidrofilne pore. Te nastajajo zaradi vstopa vodnih molekul v fosfolipidni dvosloj, kar 
povzroči, da se polarne glave fosfolipidov obrnejo v smer proti nastali pori. Začasna 
permeabilnost omogoči vstop drugim molekulam kot so citostatiki ali genetski material, kot 
je tumorsupresorski gen p53, molekule siRNA, geni za interlevkine in drugi. Na uspešnost 
metode vplivata čas izpostavljenosti električnemu toku in njegova amplituda. Če sta čas 
izpostavljenosti in/ali amplituda prenizka, potem je metoda manj učinkovita, saj nastane 
manj por, ki so tudi odprte krajši čas. Ob previsoki amplitudi oziroma predolgem času 
izpostavljenosti pa pride do ireverzibilne elektroporacije, kar vodi do nepovratne poškodbe 
zdravih celic,  v izlivanje citoplazme in celično smrt (Čemažar in sod. 2015).    
 
Uspešnost vnosa zdravila ali genetskega materiala z elektroporacijo je odvisna od dveh 
osnovnih lastnosti, na kateri vpliva aplikacija električnih pulzov, in sicer inducirana 
transmembranska napetost (od katere je odvisna povečana permeabilnost membrane) in 
transport molekul skozi pore, ki nastanejo med električnimi pulzi. Optimalna inducirana 
napetost je odvisna od velikosti in oblike celic, giblje pa se med 0,2 in 1 V. Prepustnost 
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membrane, ki nastane zaradi električnih pulzov, ni selektivna in molekule prehajajo v obe 
smeri. Skozi pore iz celic uhajajo tudi drugi sekundarni metaboliti kot so molekule ATP in 
GTP, ki vplivajo na celični odziv. V organizmu imajo vlogo signalov za nevarnost in preko 
aktivacije imunskih celic vodijo v imunogeno celično smrt. Oblikujejo se tudi reaktivne 
kisikove spojine, ki dodatno prispevajo k uspešnemu uničenju tumorskega tkiva (Serša in 
sod. 2015).  
 
 
Slika 6: Slika procesa vnosa molekul v celice z elektroporacijo (povzeto po: Serša in sod., 2015). Shema 
procesa, ki se zgodi pred, med in po aplikaciji električnih pulzov (oznaka E s puščico) v celično okolje. Prikazan 
je vnos različnih tipov molekul različnih velikosti. Linija a) primer elektrokemoterapije, vnos majhnih molekul; 
b) vnos oligonukleotidov, primer genskega prenosa siRNA molekul; c) vnos večjih makromolekul ali večjih 
nukleinskih kislin, kot je genski elektroprenos plazmidne DNA (pDNA) 
 
2.4.5. Genski elektroprenos 
 
Druga biomedicinska uporaba, ki temelji na elektroporaciji, je genski elektroprenos (GET). 
Z elektroprenosom lahko v različna tkiva, tudi tumorska, vnesemo plazmidno DNA ali 
siRNA (slika 6). S pomočjo vnosa genov v tumorskem mikrookolju lahko sprožimo vnetno 
reakcijo, ki aktivira imunski sistem. Migracija in infiltracija imunskih celic v tumor je 
ključen korak pri zdravljenju tumorja s pomočjo humoralne in celične imunosti (Serša in 
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sod. 2015). Genski elektroprenos se lahko uporablja tudi za DNA cepljenje proti različnim 
nalezljivim boleznim. In vivo so vnos genov s pomočjo elektroporacije prvič izvedli v 
devetdesetih letih (Mir in sod., 1999). Uspešnost prenosa je v primerjavi z virusnim 
prenosom še vedno nižja. Zaradi nizke patogenosti in imunogenosti pa ima metoda velik 
potencial za optimizacijo in razvoj (Čemažar in sod. 2015).  
 
Gensko terapijo lahko izpeljemo z uporabo dveh različnih pristopov. Prvi je ex vivo genska 
terapija, pri kateri celice, vključno z matičnimi celicami, odvzamemo bolniku in jim in vitro 
vnesemo nov gen s pomočjo plazmida. Nato jih selekcioniramo, namnožimo in injiciramo 
nazaj v telo bolnika. Drugi pristop pa je in vivo genska terapija, pri kateri tujo DNA vnesemo 
neposredno v tarčno tkivo. Lahko jo vnesemo direktno v tumor (intratumorsko, i.t.) ali v 
njegovo neposredno bližino (peritumorsko, p.t.). Geni, preneseni v tumor, se znotraj tumorja 
v tumorskih celicah začnejo prepisovati in sprožijo nastajanje molekule, ko jo kodira vneseni 
gen. To vodi v povečanje koncentracije molekule, ki jo kodira vneseni gen tako lokalno 
kakor tudi sistemsko, kadar se izražena molekula sprošča iz transfecirane celice. Za najbolj 
učinkovite protitumorske molekule, ki sprožijo aktivno nespecifično imunoterapijo, so se 
izkazali nekateri citokini. Elektroprenos genov, ki kodirajo različne citokine, v predkliničnih 
raziskavah že kaže pozitivne rezultate. Največ potenciala za terapijo imajo citokini IL-2, IL-
12, IL-18, interferon (IFN) α in granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (GM-
CSF). Trenutno so dosegli velik napredek na področju razvoja terapij z  GET in IL-12. Ta 
ima pomembno vlogo pri aktivaciji celičnega imunskega odziva na način, da stimulira 
diferenciacijo limfocitov T, produkcijo IFN-γ in aktivacijo naravnih celic ubijalk (NK) 
(Čemažar in sod. 2015). 
 
2.4.5.1. Interlevkin 12 (IL-12) 
 
Interlevkin 12 je citokin, ki s svojim lokalnim delovanjem okrepi sistemski odziv imunskih 
celic, predvsem vpliva na izločanje IFN-γ iz NK celic in diferenciacijo limfocitov T v podtip 
Th1, posredno pa preko IFN-γ povzroči aktivacijo makrofagov (Abbas in sod. 2015: 29). Ne 
glede na način vnosa gena za IL-12 pride do upočasnitve, zaustavitve rasti ali popolne 
regresije tumorskega tkiva, največji učinek pa so dosegli, če je bil plazmid vnesen direktno 
v tumor (intratumorsko, i.t.). V tumorsko tkivo se je v tem primeru infiltriralo več limfocitov 
T, naravnih celic ubijalk in dendritičnih celic, manjše pa je bilo tudi število žil. V raziskavi 
iz leta 2017 so na mišjem modelu B16F10 agresivnega melanoma s terapijo GET in IL-12 
pokazali tudi povečano prisotnost makrofagov, večje število imunskih celic (natančneje 
limfocitov T CD4+ in CD8+), prišlo pa je tudi do popolne regresije tumorjev (Lampreht 
Tratar in sod. 2017).  
 
Klinična študija, narejena že leta 2008, v kateri so v pomočjo elektroporacije v metastatski 
melanom vnesli plazmid z genom za IL-12, je pokazala učinkovitost tako na lokalnem nivoju 
kakor tudi na zmanjšanju oddaljenih zasevkov, ki jih niso zdravili neposredno. Metoda se je 
izkazala za varno in učinkovito (Daud in sod., 2008). Genski elektroprenos različnih genov 
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imunomodulatornih molekul okrepi odziv imunskega sistema v tkivu. Ob sočasni uporabi 
elektrokemoterapije, bi lahko lokalno sprožili smrt tumorskih celic in hkrati v krvni obtok 
sprostili IL-12 (ali drug tip imunomodulatornih molekul) iz transfeciranih celic. Na mestu 
tumorja bi tako zgostili še večje število cirkulatornih celic imunskega sistema (Serša in sod., 
2015).  
 
Terapija GET in IL-12 se je izkazala za uspešnejšo ob večkratnem vnosu. Izražanje 
vnesenega gena se z večkratnim vnosom ni le podvojilo, ampak se je v povprečju petkrat 
povečalo. Visoko izražanje IL-12 pa je verjetno tudi posledica pozitivne povratne zanke, saj 
IL-12 poveča izločanje IFN-γ, ki proži nastajanje endogenega IL-12. Pomembno se poveča 
uspešnost terapije tudi ob kombinaciji GET z dejavnikom tumorske nekroze alfa (TNF-α) 
(Kamenšek in sod. 2018). Poleg mišjih tumorski modelov, se je uspešnost terapije GET in 
IL-12, v kombinaciji z elektrokemoterapijo s cisplatinom, izkazala tudi na nekaterih pasjih 
tumorjih. Pri pasjih tumorjih so pokazali okrepljen imunski odziv po terapiji, nižjo stopnjo 
celične proliferacije in proti-vaskularno delovanje. Prav tako so potrdili  sinergistično 
delovanje genskega elektroprenosa in elektrokemoterapije na imunohistopatološkem nivoju 
pri različnih pasmah psov (Salvadori in sod. 2017). 
 
2.5. Imunohistokemija (IHC) 
 
Imunohistokemija (IHC) je metoda za določanje izražanja biomarkerjev v tkivu. Omogoča 
mikroskopsko lokalizacijo specifičnih antigenov, tako da se na njih vežejo predhodno 
fluorescentno ali kromatsko označena protitelesa. Protitelesa so molekule imenovane 
imunoglobulini, imajo obliko črke Y in jih izločajo celice imunskega sistema. Na antigene 
prisotne v celicah se specifično vežejo po principu ključ-ključavnica. V IHC se najpogosteje 
uporablja imunoglobuline G. Del antigena, na katerega se veže protitelo, se imenuje epitop. 
Epitop sestavlja le 5-21 aminokislin, za vezavo s protitelesom pa je ključna njegova terciarna 
struktura (Ramos-Vara, 2005).  
 
IHC uporabljajo v laboratorijih za patologijo kot pomoč pri postavitvi diferencialne diagnoze 
in klasifikacije raka pa tudi pri določanju drugih bolezni, vključno z bakterijskimi okužbami 
in okužbami patogenih gliv (Eyzaguirre, Haque, 2008). Prvič je lokalizacijo antigenov na 
tkivnih rezinah uspešno izvedel Coons s sodelavci že leta 1941 (Coons in sod. 1941, 1942). 
Coons je s sodelavci dokazal, da je možno protitelesa proti bakteriji Streptococcus 
pneumoniae, označena s fluoresceinom, uporabiti za lokalizacijo antigenov na tkivnih 
rezinah in jih opazovati z uporabo ultravijolične svetlobe oziroma fluorescenčne 
mikroskopije (Taylor, 2013). Metoda označevanja je lahko posredna ali neposredna. Pri 
neposrednem načinu je z označevalcem označeno primarno protitelo, torej tisto, ki se 
neposredno veže na epitop, ki ga želimo opazovati. Posredno označevanje pa uporabimo, 
kadar želimo signal ojačati in tkivo inkubiramo najprej s primarnimi protitelesi in nato še s 
sekundarnimi protitelesi, ki se specifično vežejo na primarna. Označevalec je na sekundarnih 
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protitelesih, kar vodi do močnejšega signala, saj se na eno primarno protitelo lahko veže 
večje število sekundarnih protiteles (Ramos-Vara, 2005).  
 
S takim pristopom torej dokažemo prisotnost ali odsotnost določenega antigena v tumorskih 
celicah, ki vpliva tudi na prognozo bolnika. Dokažemo prisotnost določenih celic, za katere 
so ti antigeni značilni. Protitelo je predhodno označeno tako, da je vidno s svetlobnim ali 
fluorescenčnim mikroskopom. Na ta način v patologiji opredelijo vrsto tumorja, vse 
pogosteje pa se kot biomarkerji uporabljajo tudi v prognostiki (Možina in sod., 2018:128). 
 
Protitelesa pridobivajo iz gostiteljskih živali kot so osli, miši, zajci, koze, podgane, morski 
prašički in tudi nekatere druge. Žival imunizirajo, kar pomeni, da vanjo injicirajo prečiščen 
antigen, na katerega se imunski sistem živali odzove tako, da začne proizvajati specifična 
protitelesa proti vnesenemu antigenu. Ločimo poliklonska in monoklonska protitelesa. 
Poliklonska protitelesa vključujejo več različnih verzij protiteles, ki jih proizvede več 
različnih tipov limfocitov B. Za njih je značilno, da se močneje vežejo na epitope, problem 
pa je, da so manj specifična in lahko prihaja tudi do navzkrižne vezave, torej lahko označijo 
tudi epitope antigenov, ki jih ne iščemo. Bolj natančno se vežejo monoklonska protitelesa, 
ki jih vzgajajo večinoma v miših. Pridobijo jih tako, da v miš (ali v kakšnega drugega 
sesalca) injicirajo antigen, ki v telesu živali sproži imunski odziv. Imunske celice, natančneje 
limfocite B začnejo proizvajati protitelesa, ki se specifično vežejo na injicirane antigene. 
Nato iz vranice živali izolirajo omenjene limfocite B in jih gojijo skupaj z mišjimi 
diseminiranim plazmacitomom. To je nesmrtna celična linja malignih limfocitov B. Z 
združitvijo izoliranih limfocitov B in celic plazmacitoma nastane celična linija imenovana 
hibridom. Hibridome lahko gojijo v celičnih kulturah, ki omogočajo selekcijo in namnožitev 
gensko identičnih celic. Iz hibridomov tako s pomočjo selekcije vzgojijo zgolj en tip 
limfocitov B in pridobijo celično kulturo, ki izloča zgolj en tip protiteles, tako imenovana 
monoklonska protitelesa (Ramos-Vara, 2005).  
 
Pri sekundarnih protitelesih pa je pomembno, da so nastala kot odziv na primarna protitelesa 
iste vrste živali. Torej če za primarno označevanje uporabimo zajčja protitelesa, potem 
moramo tudi uporabiti sekundarna protitelesa, kjer je bilo kot antigen uporabljeno zajčje 
protitelo. Pri večbarvnem označevanju je tudi pomembno, da protitelesi za protein A in 
protein B nista bili pridobljeni v isti ali sorodni živalski vrsti, saj lahko pride do navzkrižne 
vezave zaradi podobnosti med vrstami. 
 
Preglednica 1:  Izbira različnih vrst primarnih in sekundarnih protiteles (povzeto po: Straatman, 2012) 
 Primarno protitelo Sekundarno protitelo 
Protein A zajčje proti-proteinA mišje proti-zajec 
Protein B kozje proti-proteinB oslovsko proti-koza 
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V primeru, da želimo določene tarče v tkivu ali celicah videti v odnosu do drugih tarč, ali pa 
če imamo na voljo omejeno količino tkiva, lahko uporabljamo pristop z večbarvno 
imunohistokemijo (IHC). Večbarvna IHC omogoča določitev dveh ali več biomarkerjev na 
eni tkivni rezini. Ob uporabi večbarvne IHC se moramo zavedati določenih pomanjkljivosti 
metode. Pri večbarvnem barvanju je pomembno izbrati barvila s čim bolj različnimi 
spektralnimi lastnostmi. Fluorescenčno označena protitelesa so za večbarvno IHC 
primernejša, saj je na trgu na voljo več barv, imajo pa tudi ožji emisijski razpon, torej je 
verjetnost, da se bosta barvi prekrivali, manjša. Negativna posledica uporabe fluorescenčnih 
barvil pa je izguba informacije o morfoloških lastnostih celic (Petersen in Pedersen, 2013: 
78-94; Taylor, 2013). 
 
V tumorsko mikrookolje se infiltrirajo različne celice imunskega sistema. Dostop do 
označevanja vzorcev in načinov inflitracije imunskih celic, se je izkazal za uspešno 
prognostično in diagnostično metodo pri velikem številu različnih tipov raka. Metoda 
večbarvne IHC omogoča vrednotenje različnih imunoloških lastnosti na eni rezini tkiva. To 
poveča učinkovitost in omogoči tudi preučevanje odnosov med različnimi celičnimi 
populacijami ter tako odpira pot v prepoznavo novih mehanizmov, ki usmerjajo razvoj 
zdravljenja (Feng in sod. 2016).  
 
2.5.1. Antigeni za označevanje celic  
 
Primarna protitelesa se vežejo neposredno na celične antigene. Vezava je specifična, pogosto 
se uporabljajo za iskanje biomarkerjev v diagnostiki raka (Možina in sod., 2018: 128). Lahko 
jih uporabljamo neposredno, torej jih predhodno vežemo z označevalcem ali pa posredno, 
da se na njih veže sekundarno protitelo.  
 
2.5.1.1. Ki67  
 
S protitelesi, ki se vežejo na antigene Ki67 lahko obarvamo in preštejemo celice, ki so v fazi 
celične delitve. Označimo torej biomarkerje, ki se izražajo na mestih povečane proliferacije 
v tumorju. Antigen je v celicah prisoten v vseh fazah cikla, razen v fazi mirovanja. Uporablja 
se kot marker za prognozo raka dojke, čeprav ni popolnoma zanesljiv, saj nekatere celice z 
izraženim antigenom ne nadaljujejo z mitozo ampak preidejo v apoptozo (Jalava in sod. 
2006). Okvarjeno delovanje antigena Ki67 je povezano z inhibicijo sinteze ribosomalne 
RNA (Rahmanzadeh in sod., 2007). 
 
2.5.1.2. CD31 
 
Antigen CD31, oziroma z drugim imenom PECAM-1, se izraža v endotelijskih celicah, saj 
ima pomembno vlogo pri ohranjanju medceličnih stikov. Prvič so ga opisali v sredini 80. let, 
in sicer kot antigen, ki je nameščen na površini granulocitov, monocitov in krvnih ploščic 
(trombocitov) človeka. Prisotnost antigena CD31 je največja v medceličnih stikih endotelija 
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žil, kjer uravnava prepustnost žile, transport levkocitov in mehanotransdukcijo 
(Lertkiatmongkol in sod., 2017). Pri razvoju tumorja je pomemben biomarker za oceno 
angiogeneze.  
 
2.5.1.3. CD4 
 
Glikoprotein CD4 se izraža na površini celic T imunskega sistema, ki v vranici dozorijo v T 
celice pomagalke (CD4+). Te izločajo citokine, ki vpokličejo in aktivirajo druge levkocite, 
da fagocitirajo in uničijo mikrobe. CD4+ celice se diferencirajo v tri različne podtipe (Th1, 
Th2 in Th17), ki izločajo različne specifične citokine (Abbas, 2016:129-132). So celice 
specifičnega imunskega sistema in imajo pomembno funkcijo tudi pri signalnih poteh 
imunskega odziva na tumor. Poleg citokinov tvorijo tudi dejavnik tumorske nekroze beta 
(TNFβ) in aktivirajo efektorske celice CD8+, ki so citotoksični limfociti T, imenovani tudi 
CTL (Novaković, 2018:60).  
 
2.5.1.4. CD8  
 
Antigen CD8 je transmembranski protein, ki služi kot del receptorja limfocitom T. Najbolj 
izrazito se izraža v celicah CD8+, ki se imenujejo tudi citotoksični limfociti T (CTL). 
Sposobni so prepoznati peptide, ki se izražajo v okuženih celicah in nekaterih tumorskih 
celicah. Po dokončni diferenciaciji sintetizirajo molekule, ki sprožijo celično smrt (Abbas, 
2016:129-132).  
 
Glikoproteina CD4 in CD8 se delno izražata tudi na površini drugih imunskih celic, kot so 
na primer dendritske celice, monociti in makrofagi. Stopnja izražanja na drugih celicah je 
dovolj nizka, da ne vpliva na zanesljivost rezultatov. Pri barvanju CD8 in CD4 pogosto 
prihaja tudi do navzkrižne vezave, zato se bolje obnesejo na zamrznjenih rezinah (Sorrelle 
in sod., 2019).  
 
2.5.1.5. F4/80 
 
Protein F4/80 (z drugim imenom EMR1) se uporablja kot marker za makrofage na mišjih 
tumorskih modelih. Je generični označevalec in ne loči med različnimi tipi makrofagov. V 
tumorskem mikrookolju se namreč pojavljata dve skupini makrofagov: M1 z antitumorskim 
delovanjem in M2 s protumorskim delovanjem. Makrofagi iz skupine M1 aktivirajo faktor 
za stimulacijo kolonij granulocit in monocit (GM-CSF) in faktor tumorske nekroze alfa 
(TNFα), poleg tega pa tvorijo številne citokine (med drugimi tudi IL-12) in aktivirajo celice 
CD4+ Th1. Po drugi strani pa makrofagi, ki vzpodbujajo tumorsko rast, zavirajo odziv 
limfocitov T, sprožajo angiogenezo, invazivnost tumorskih celic, njihovo gibljivost in 
intravazacijo (prehod v žile). Sproščajo kemokine, ki aktivirajo regulatorne celice T (Treg) 
in Th2 celice na način, ki promovira tumorsko rast (Lampreht Tratar in sod., 2017).  
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3. MATERIAL IN METODE  
 
Eksperimentalni del je v celoti potekal na Onkološkem inštitutu Ljubljana, na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo. Študije na živalih niso potekale v moji prisotnosti, pač pa so jih 
izvedli ostali raziskovalci in raziskovalke oddelka, usposobljeni za tovrstno delo ter v skladu 
s smernicami za poskuse na živalih in direktivami EU in dovoljenjem Veterinarske uprave 
Ministrstva za kmetijstvo in okolje Republike Slovenije (dovoljenje št. U34401-1/2015/38). 
 
Sodelavci laboratorija so pripravili rezine tumorskih modelov mišjega melanoma B16F10 in 
mišjega karcinoma debelega črevesa ter danke CT26. Tumorje B16F10 so inducirali v 
singeno mišjo linijo C57Bl/6, tumorje CT26 pa v singeno mišjo linijo Balb/c. Ko so tumorji 
dosegli volumen ≥40 mm3, so jih izpostavili različnim terapijam. Tumorje B16F10 so 
odvzeli 6 dni po terapiji, tumorje CT26 pa 3 dni po terapiji. Seznam terapij je predstavljen v 
Preglednici 2 za tumorski model B16F10 ter v Preglednici 3 za tumorski model CT26. 
 
3.1. Elektrokemoterapija in vivo 
 
Elektrokemoterapijo smo izvedli s cisplatinom (40 µg v 40 µL fiziološke raztopine) ali 
bleomicinom (5 µg v 40 µL fiziološke raztopine). Miši so bile med terapijo v inhalacijski 
anesteziji z izofluranom (AbbVie, Češka). Citostatik smo injicirali v sredino tumorja 
(intratumoralno – i.t.). Dve minuti po injiciranju smo s ploščatimi elektrodami ustvarili 8 (2 
x 4) pravokotnih električnih pulzov v dveh, med seboj pravokotnih smereh z 
amplitudo/razdaljo 1300 V/cm, trajanjem enega pulza 100 µs, ter ponovitveno frekvenco 1 
Hz (ECT parametri električnih pulzov). Razdalja med elektrodama je bila 6 mm. Uporabljen 
je bil generator električnih pulzov ELECTRO Cell B10 HVLV, BETAtech, Francija). Za 
nemoteno prevajanje električnih pulzov skozi tumorsko tkivo smo stik med elektrodo in kožo 
pred elektroporacijo namazali z gelom za ultrazvok (FIAB, Italija). 
 
3.2. Genski elektroprenos IL-12 in vivo 
 
Za peritumoralni (p.t.) genski elektroprenos je bila uporabljena suspenzija plazmida pORF-
mIL-12-ORT s koncentracijo 0,625 µg/µl. Miši so bile med terapijo v inhalacijski anesteziji 
z izofluranom. Plazmid (50 µg) je bil injiciran intradermalno na 4 mesta (4 x 20 µl) v 
neposredno bližino tumorja (peritumoralno – p.t.). Takoj po injiciranju plazmida so bili z 
več-točkovno elektrodo (MEA) s krožno razporeditvijo šestih elektrodnih konic na razdalji 
3,5 mm med vsako konico (Iskra Medical, Slovenija) dovedeni električni pulzi (12 pulzov) 
z amplitudo/razdaljo 170 V/cm, trajanjem enega pulza 150 ms, ter ponovitveno frekvenco 
0,4/1,39 Hz (GET parametri električnih pulzov). Uporabljen je bil generator električnih 
pulzov Cliniporator (IGEA, Italija). 
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3.3. Kombinirana terapija 
 
Kombinirana terapija je vključevala elektrokemoterapijo (ECT) s cisplatinom ali 
bleomicinom in enkratni ali večkratni peritumoralni genski elektroprenos plazmida z 
zapisom za IL-12 (GET). Med kombinirano terapijo so bile živali v inhalacijski anesteziji z 
izofluranom. Najprej je bil izveden peritumoralni GET, čez 5 min pa še ECT. Pri skupini 
kjer je bil GET ponovljen trikrat, so bile ponovitve izvedene drugi in četrti dan. 
 
Preglednica 2: Seznam terapij za tumorski model B16F10 
Terapija Citostatik i.t. Parametri 
električnih pulzov 
Plazmidna DNA 
p.t. 
Parametri 
električnih pulzov 
CIS Cisplatin / / / 
CIS - ECT Cisplatin ECT / / 
CIS – 
ECT/GET 
Cisplatin ECT IL-12 GET 
CIS – 
ECT/GET 
3x 
Cisplatin ECT IL-12 GET 3x 
BLEO Bleomicin / / / 
BLEO 
ECT 
Bleomicin ECT / / 
BLEO 
ECT/GET 
Bleomicin ECT IL-12 GET 
IL-12 
GET 
/ / IL-12 GET 
IL-12 
GET 3x 
/  /  IL-12 GET 3x 
Kontrola / / / / 
*Pomen kratic v preglednici: CIS – cisplatin, BLEO – bleomicin, IL-12 – interlevkin 12, ECT – 
elektrokemoterapija, GET – genski elektroprenos 
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Preglednica 3: Seznam terapij za tumorski model CT26 
Terapija Citostatik 
i.t. 
Parametri 
električnih pulzov 
Plazmidna DNA 
p.t. 
Parametri električnih 
pulzov 
CIS – ECT Cisplatin ECT / / 
CIS – 
ECT/GET 
Cisplatin ECT IL-12 GET 
BLEO - 
ECT 
Bleomicin ECT / / 
BLEO – 
ECT/GET 
Bleomicin ECT IL-12 GET 
IL-12 GET / / IL-12 GET 
Kontrola / / / / 
*Pomen kratic v preglednici: CIS – cisplatin, BLEO – bleomicin, IL-12 – interlevkin 12, ECT – 
elektrokemoterapija, GET – genski elektroprenos 
 
3.4. Reagenti 
 
Primarna protitelesa smo izbrali na podlagi pregleda literature ter s pomočjo internetne strani 
BenchSci (https://www.benchsci.com/). Vsa barvanja smo izvedli s protitelesi kot je 
navedeno v Preglednici 4. Vsa uporabljena sekundarna protitelesa (Preglednica 5) so bila od 
proizvajalca Jackson ImmunoResearch. Za barvanja smo izvedli tudi izotipske kontrole, pri 
katerih smo uporabili primarna protitelesa, navedena v Preglednici 6. 
 
Preglednica 4: Seznam primarnih protiteles 
Primarno protitelo (ime 
produkta na tržišču) 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
Redčitev 1°atb 
Goat-anti-CD31 R&D systems AF3628 1:200 
Rabbit-anti-Ki67 Thermo Fisher Scientific RM9106S1 1:100 
Sheep-anti-Ki67 R&D systems AF7649 1:200 
Rat-anti-CD4 Thermo Fisher Scientific 14-0041-82 1:200 
Rat-anti-CD8 Thermo Fisher Scientific 14-0081-82 1:200 
Rat-anti-F4/80 Thermo Fisher Scientific 14-4801-82 1:500 
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Preglednica 5: Seznam sekundarnih protiteles 
Sekundarno protitelo (ime 
produkta na tržišču) 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
Redčitev 
2°atb 
Donkey-anti-goat Alexa 647 Jackson ImmunoResearch 703-545-155 1:400 
Donkey-anti-goat Cy3 Jackson ImmunoResearch 705-165-147 1:400 
Donkey-anti-rabbit Cy3 Jackson ImmunoResearch 711-165-152 1:400 
Donkey-anti-rat Alexa 488 Jackson ImmunoResearch 712-545-150 1:400 
Donkey-anti-rat Cy3 Jackson ImmunoResearch 712-165-150 1:400 
Donkey-anti-rat Alexa 647 Jackson ImmunoResearch 712-605-150 1:400 
Donkey-anti-sheep Alexa 647 Jackson ImmunoResearch 713-605-147 1:400 
 
Preglednica 6: Seznam primarnih protiteles uporabljenih za izotipske kontrole 
Izotipsko primarno protitelo 
(ime produkta na tržišču) 
Proizvajalec Kataloška številka 
Rat/IgG2a, kappa Thermo Fisher Scientific 14-4321-81 
Rat/IgG2b, kappa Thermo Fisher Scientific 50-130-24 
Sheep IgG R&D systems 5-001-A 
Rabbit IgG Abcam ab37415 
Goat IgG R&D systems AB-108-C 
 
Pri barvanju smo uporabili sledeče raztopine: 
PBS 1X 
Kemikalija Količina Proizvajalec 
10 X PBS 100 ml / 
Destilirana voda 900 ml / 
 
Raztopina za preprečevanje nespecifične vezave, 5% oslovski serum z 0,5% Tritonom X114 
Kemikalija Količina Proizvajalec 
1 X PBS 10 ml / 
Oslovski serum 500 μl Sigma 
Triton X114 500 μl Thermo Fisher Scientific 
Glicin 225,2 mg Sigma 
 
 
 
 
 
23 
Adamič U. Odgovor mišjih tumorskih modelov na terapijo z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
 
Raztopina za inkubacijo primarnih protiteles, 2% oslovski serum z 0,25% Tritonom X114 
Kemikalija Količina Proizvajalec 
1 X PBS 10 ml / 
Oslovski serum 200 μl Sigma 
Triton X114 250 μl Thermo Fisher Scientific 
Glicin 225,2 mg Sigma 
 
Raztopina za inkubacijo sekundarnih protiteles, 2% oslovski serum brez Tritona X114 
Kemikalija Količina Proizvajalec 
1 X PBS 10 ml / 
Oslovski serum 200 μl Sigma 
Glicin 225,2 mg Sigma 
TrueBlack 1X 
Kemikalija Količina Proizvajalec 
70% etanol 95 μl / 
20X TrueBlack® Lipofuscin Autofluorescence Quencher 5 μl Biotium 
 
Raztopina Hoechst 33342 (koncentracija 10 mg/ml) 
Kemikalija Količina Proizvajalec 
Hoechst 33342 2 μg Thermo Fisher Scientific 
1 X PBS 10 ml / 
 
3.5. Imunohistološko fluorescenčno barvanje 
 
Barvanje je potekalo na 5 µm debelih tkivnih rezinah mišjih tumorjev B16F10 in vranic, 
pripravljenih iz vzorcev, ki so bili fiksirani 24 ur v raztopini s cinkom in nato vklopljeni v 
parafin. Vklopitev v parafin je potekala v napravi Leica ASP300, ki omogoča avtomatizirano 
obdelavo tkiva. Uporabljen je bil protokol v Preglednici 7, pri čemer so bili vsi koraki 
izvedeni v vakuumu ter z mešanjem reagentov. Za vsak tumor je bila ena rezina pobarvana 
tudi s klasičnim barvanjem s hematoksilinom in eozinom. 
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Preglednica 7: Tehnična obdelava vzorcev v tkivnem procesorju 
Korak Reagent Koncentracija Čas (h:min) Temperatura (°C) 
1 Formalin 10% 1:00 37 
2 Formalin 10% 1:30 37 
3 Etanol 70% 0:45 37 
4 Etanol 96% 0:45 37 
5 Etanol 96% 1:00 37 
6 Etanol 100% 1:00 37 
7 Etanol 100% 1:00 37 
8 Etanol 100% 1:00 37 
9 Ksilen  1:30 37 
10 Ksilen  1:30 37 
11 Parafin  0:45 60 
12 Parafin  1:00 60 
13 Parafin  1:00 60 
14 Parafin  1:00 60 
 
Barvanje je potekalo tudi na 14 µm debelih tkivnih rezinah mišjih tumorjev CT26 in vranic, 
pripravljenih iz vzorcev, ki so bili vklopljeni v medij za rezanje pri optimalni temperaturi 
(Optimal cutting temperature (OCT) compound) po predhodni 24 urni fiksaciji tkiva v 4% 
paraformaldehidu na 4 °C ter 24 urni inkubaciji tkiva v 30% saharozi na 4 °C. Tako 
pripravljeni vzorci tkiva so bili nato zamrznjeni v tekočem dušiku ter shranjeni v skrinji na 
-20 do rezanja. Postopek barvanja je trajal tri dni. Vse inkubacije so potekale v temnem in 
vlažnem okolju, enourne na sobni temperaturi in prekonočne na 4 °C. 
 
Dan 1 
a) Rezine vklopljene v parafin 
Rezine smo deparafinizirali s ksilolom in rehidrirali v vrsti padajočih koncentracij alkohola 
v sledečem zaporedju: 
1. Ksilol 1, 5 minut 
2. Ksilol 2, 5 minut 
3. 100% etanol 1, 5 minut 
4. 100% etanol 2, 5 minut 
5. 96% etanol, 10 minut 
6. 70% etanol, 10 minut 
7. 1x PBS, 5 minut 
Ksilol smo zamenjali in uporabili svežega po deparafinizaciji tridesetih rezin. 
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b) Zmrznjene rezine 
Zmrznjene rezine smo 30 minut sušili na sobni temperaturi in jih nato 5 minut spirali z 1x 
PBS. 
 
Po končani deparafinizaciji ali sušenju smo rezine obkrožili s pisalom The SuperHT PAP Pen 
(Biotium), da se tekočina med rezinami ni prelivala. Nato smo nanesli raztopino za 
preprečevanje nespecifične vezave, ki smo jo pustili delovati eno uro. 
 
Po zaključeni enourni inkubaciji je sledil nanos primarnih protiteles. Primarna protitelesa 
smo redčili z raztopino za inkubacijo primarnih protiteles. Na vsako tkivno rezino smo 
nanesli raztopine s protitelesi v kapljici volumna 100μl. Rezine smo preko noči inkubirali v 
temni, vlažni komori na 4 °C.  
 
Dan 2 
Vse rezine smo trikrat po pet minut spirali z raztopino PBS. Nato smo na njih nanesli 
sekundarna protitelesa, ki smo jih predhodno redčili z raztopino za inkubacijo sekundarnih 
protiteles. Na vsako rezino smo nanesli 100 μl raztopine in v temi inkubirali eno uro. 
 
Po inkubaciji smo rezine ponovno spirali z raztopino PBS, tokrat trikrat po deset minut. 
Spiranju je sledil nanos raztopine za preprečevanje nespecifične vezave, enako kot prvi dan. 
Raztopino smo pustili delovati eno uro nato pa smo nanesli drugo serijo primarnih protiteles, 
ki smo jih predhodno redčili po že opisanem postopku. Rezine smo preko noči ponovno 
pustili v temnem in vlažnem prostoru na 4 °C. 
 
Dan 3 
Rezine smo trikrat po pet minut spirali z raztopino PBS. Na prejšnji dan nanesena primarna 
protitelesa smo nanesli ustrezna sekundarna protitelesa. Enako kot dan prej smo sekundarna 
protitelesa redčili z raztopino za inkubacijo sekundarnih protiteles. Rezine smo po nanosu 
inkubirali eno uro v temi na sobni temperaturi. 
 
Inkubaciji je sledilo ponovno spiranje z raztopino PBS, trikrat po deset minut. Nadaljevali 
smo z nanosom raztopine Hoechst v koncentraciji 2μg/ml in ga pustili delovati deset minut 
v temnem prostoru. Potem smo rezine ponovno spirali trikrat po pet minut. 
 
Odstranili smo preostanek raztopine PBS po spiranju in na rezine dali eno kapljico reagenta 
ProLong™ Diamond Antifade Mountant (ThermoFisher Scientific). Rezine smo pokrili s 
krovnim stekelcem in jih pustili 24 ur na sobni temperaturi v temnem prostoru, da so se 
posušile.  
 
Če smo v postopku barvanja uporabili tudi raztopino TrueBlack (Biotium), ki zmanjša 
fluorescenco ozadja, smo to storili pred barvanjem z raztopino Hoechst. V 70% etanolu 
razredčeno 1x raztopino TrueBlack smo na vsaki rezini pustili delovati 30 sekund. Nato smo 
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rezine sprali z raztopino PBS, trikrat po pet minut in nadaljevali z nanosom raztopine 
Hoechst.  
 
3.6. Zajem slik 
 
Slike smo zajemali s konfokalnim mikroskopom ZEISS LSM 800, opremljenim z laserji 
valovnih dolžin 405 nm, 488 nm, 561 nm in 640 nm ter dvema multikanalnima 
fotopomnoževalkama (ang. Photomultiplier tube (PMT)), na katerih je potekala detekcija 
oddane fluorescenčne svetlobe. Za usmerjanje oddane fluorescenčne svetlobe na PMT-ja 
smo uporabili variabilni ločevalnik žarka (ang. Variable beam splitter). Dodatno smo v 
optični poti pred PMT-jema uporabili še primerne filtre. Tako smo dosegli, da smo za vsak 
fluorokrom uporabili optimalne valovne dolžine ekscitacije ter emisije (Hoechst 33342: 
ekscitacija: 405 nm, emisija: 410–545 nm, Alexa Fluor 488: ekscitacija: 488 nm, emisija: 
410–545 nm, Cy3: ekscitacija: 561 nm, emisija: 410–620 nm, Alexa Fluor 647: ekscitacija: 
640 nm, emisija: 655–700 nm,), samo zajemanje slik pa je potekalo v temi. Zajem slik je 
potekal zaporedno in sicer smo najprej zajeli sliko fluorokroma Cy3, nato fluorokroma Alexa 
Fluor 488, nazadnje pa smo istočasno zajeli še sliki barvila Hoechst ter fluorokroma Alexa 
Fluor 647. Za vizualizacijo ter shranjevanje slik na računalniku smo uporabili program Zen 
2.5 (Carl Zeiss). Pri vseh preparatih smo zajeli naključno izbrane slike v sredini tumorja in 
tkiva ob robu tumorja. 
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4. REZULTATI 
 
Rezultati so izbor slik, ki predstavljajo reprezentativne slike za vsako protitelo ter 
posamezno terapijo. Pri vseh so jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 v modri barvi, 
žile pa so označene s kozjim protitelesom proti CD31 v rdeči barvi. Na slikah so dobro vidne 
žile in makrofagi označeni s protitelesom proti F4/80, na nekaterih pa se vidi tudi mesta 
proliferacije označena s protitelesom proti Ki-67, citotoksične limfocite T označene s 
protitelesom proti CD8 in celice pomagalke T označene s protitelesom proti CD4. Za 
primerjavo so ob vseh rezultatih barvanja s protitelesi dodane tudi negativne izotipske 
kontrole, pri katerih ni prišlo do specifične vezave. 
 
4.1. Tumorske rezine B16F10  
 
Za lažjo lokalizacijo tumorja in za oceno tumorskega volumna smo uporabili tumorske 
rezine, ki so jih sodelavci laboratorija predhodno pobarvali s hematoksilinom in eozinom.  
 
Na kontrolni skupini (Slika 7A) je viden velik tumor. Po terapiji z bleomicinom (Slika 7B) 
je tumor ostal približno enake velikosti. Po terapijah kjer je bil bleomicin kombiniran z 
elektroporacijo (ECT) (Slika 7C) in pri ECT in GET (Slika 7D) pa je tumor opazno manjši.  
 
Terapije s cisplatinom (Slika 8) so bile bolj učinkovite. Tumor se je zmanjšal pri vseh 
terapijah s cisplatinom, medtem ko je pri terapijah, ki so bile kombinirane z GET tumor tudi 
izginil (Slika 8C in 8D).  
 
Tumorji so se zmanjšali tudi pri drugih terapijah, enake velikosti je ostal le pri monoterapiji 
z bleomicinom (Slika 7B) in pri monoterapijah z GET (Slika 9). Pri terapijah z GET pa se je 
na imunofluorescenčnem barvanju pokazala velika prisotnost makrofagov v področju 
tumorja (Slike 15-18). 
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Slika 7: Hematoksilin in eozin barvanje kontrolnih  tumorjev in tumorjev tretiranih z bleomicinom. Na vseh 
slikah je s prekinjeno črto označen premer tumorja. A kontrola, B tumor po terapiji z bleomicinom, C ECT z 
bleomicinom D ECT z bleomicinom kombinirana z GET. Merilo: 2 mm. 
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Slika 8: Hematoksilin in eozin barvanje tumorjev, izpostavljenih cisplatinu. Tumor je označen s prekinjeno 
črto, na slikah C in D je izginil. A po terapiji s cisplatinom, B po ECT s cisplatinom, C po ECT s cisplatinom 
in GET, D po elektrokemoterapiji s cisplatinom in trikrat ponovljenim GET. Merilo: 1 mm (A in B) in 2 mm 
(C in D) 
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Slika 9: Hematoksilin in eozin barvanje tumorjev obdelanih z GET in IL-12. Premer tumorjev je označen s 
prekinjeno črto. A po terapiji GET, B po trikrat ponovljeni terapiji GET. Merilo: 1 mm. 
 
4.2. Vranica – parafinske rezine 
 
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili vranico fiksirano v parafinu. V vranici so vse celice in 
celične strukture, ki smo jih označevali v tumorjih: žile (CD31, Slika 10A), makrofagi 
(F4/80, Slika 10B), citotoksični limfociti T (CD8, Slika 10C), celice pomagalke T (CD4, 
Slika 10D) in celice v fazi delitve (mesta proliferacije) (Ki67, Slika 10E). Za označevanje 
mest proliferacije smo na parafinskih rezinah uporabili ovčje protitelo proti Ki67, saj 
označevanje z zajčjim protitelesom ni bilo uspešno. 
 
Vidni so pulpi v tkivu vranice in različne celice. Jedra vseh celic so približno enako velika. 
Krvne žile so gosto in enakomerno razporejene po celotnem tkivu, zato se rdeča barva vidi 
kot ozadje ali pa kot tanke rdeče linije na slikah 10A, 10B, 10C in 10D. Na sliki 10A, kjer 
so označena samo jedra celic in žile, se vidi tudi eno večjo žilo. Na sliki 10B so dobro vidni 
makrofagi, ki so okrog pulpe. Obarvana je citoplazma okoli jedra. Na sliki 10C so zeleno 
obarvani citotoksični limfociti T, zgoščeni v sredini pulpe. Na sliki 10D pa so vidne zeleno 
obarvane celice pomagalke T. Celice v fazi delitve so označene na sliki 10D z rdečo. Pri teh 
celicah se je obarvala notranjost jedra in ne citoplazma, kot pri limfocitih in makrofagih. 
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Slika 10: Barvanje rezin vranice, vklopljene v parafinu. Prikazane so reprezentativne slike barvanja rezin 
vranice, vklopljene v parafinu s protitelesi proti A CD31 (žile, rdeča), B F4/80 (makrofagi, zelena), C CD8 
(citotoksični limfociti T, zelena), D CD4 (celice pomagalke T, zelena) ter E Ki67 (proliferacija, rdeča). Na 
vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Slike v prvem stolpcu predstavljajo 
naključno izbrano območje približne velikosti 1,3 x 1,3 mm. Slike v srednjem stolpcu prikazujejo povečan 
izsek iz slike v levem stolpcu. Pri slikah v desnem stolpcu smo uporabili izotipske kontrole namesto specifičnih 
primarnih protiteles. Puščice na slikah označujejo žilo (A), populacijo CD8+ celic (C) ter CD4 celic (D). 
Merilo: 100 µm. 
 
4.3. Vranica - zmrznjene rezine 
 
Na zmrznjenih rezinah se bolje vidi obarvane populacije celic kot na rezinah vklopljenih v 
parafinu. Na zmrznjenih rezinah smo uporabili zajčje protitelo proti Ki67, ki se je izkazalo 
za boljšega na tumorskih modelih, vendar je na vranici komaj prepoznaven (Slika 11D). 
Ovčje protitelo proti Ki67 pa na zmrznjenih rezinah tkiva ni delovalo. 
 
Na sliki 11A se jasno vidi makrofage okrog vranične pulpe. Gostota celic je tako velika, da 
se težko loči posamezne celice. Manj intenzivno so se obarvale skupine limfocitov. Na sliki 
11B se vidi citotoksične limfocite T, na sliki 11C pa malo manjše število celic pomagalk T. 
Na sliki 11D se vidi oranžno rumene odtenke v celicah na mestih proliferacije. Na vseh 
slikah pa se vidi tanke rdeče linije žil. 
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Slika 11: Barvanje rezin zmrznjene vranice. Prikazane so reprezentativne slike barvanja zmrznjenih rezin 
vranice s protitelesi proti A F4/80 (makrofagi, zelena), B CD8 (citotoksični limfociti T, zelena), C CD4 (celice 
pomagalke T, zelena) ter D Ki67 (proliferacija, oranžna). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom 
Hoechst 33342 (modra) in žile (CD31, rdeča). Slike v prvem stolpcu predstavljajo naključno izbrano območje 
približne velikosti 1,3 x 1,3 mm. Slike v srednjem stolpcu prikazujejo povečan izsek iz slike v levem stolpcu. 
Pri slikah v desnem stolpcu smo uporabili izotipske kontrole namesto specifičnih primarnih protiteles. Puščice 
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na slikah označujejo populacijo makrofagov (A), populacijo CD8+ celic (B), CD4+ celic (C) ter mesto 
proliferacije (D). Merilo: 100 µm (A in D) in 50 μm (B in D). 
 
4.4. Tumorski model B16F10 – v parafinu 
 
Izbor najbolj reprezentativnih slik iz različnih terapij na katerih so se najbolje obarvale žile, 
proliferacija, makrofagi ter citotoksični limfociti T in celice pomagalke T v tumorskem 
modelu B16F10 katerega rezine so bile vklopljene v parafinu. Vidna so jedra tumorskih 
celic, ki so bolj nepravilnih oblik in različnih velikosti. V primerjavi s tkivom vranice in 
tkivom okrog tumorja so celice znotraj tumorja bolj kaotično razporejene, pogosto so opazne 
tudi fibroze in nekroze. 
 
Na sliki 12A vidimo veliko število makrofagov, ki iz obrobja tumorja prodirajo v notranjost. 
Na povečani verziji slike 12A se vidi tudi značilna struktura citoplazme makrofagov z 
izrastki. V notranjosti je makrofagov manj kot na obrobju tumorja. Na sliki 12B so ob žili 
vidne zelene lise, ki bi lahko bili citotoksični limfociti T v fazi prehoda med tumorske celice. 
Rdeče obarvane žile so na vseh slikah (razen na sliki 12D) kaotično razporejene in so 
nepravilnih oblik. Na sliki 12D žile niso obarvane rdeče, pač pa je rdeče obarvano jedro celic 
na mestu proliferacije. Dobro se vidi kako se obarva celično jedro in ne citoplazma. Na sliki 
12E se vidi majhen segment, kjer se je zajčje protitelo vezalo na Ki67, vendar je to edini 
primer, sicer se zajčje protitelo proti Ki67 na parafinskih rezinah ni izkazalo za zanesljivo. 
Na sliki 12C so vidne celice pomagalke T, vendar bi težko z gotovostjo trdili, da so se res 
obarvale te celice, saj niso jasno vidna jedra v notranjosti celic. 
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Slika 12: Tumorski model B16F10. Prikazane so reprezentativne slike barvanja rezin vklopljenih v parafin 
tumorskega modela B16F10, s protitelesi proti A F4/80 (makrofagi, zelena), B CD8 (citotoksični limfociti T, 
zelena), C CD4 (celice pomagalke T, zelena), D Ki67 (proliferacija, rdeča) ter E Ki67 (proliferacija, oranžna). 
Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra) in žile (CD31, rdeča), razen na 
sliki D kjer žile niso obarvane. Slike v prvem stolpcu predstavljajo naključno izbrano območje približne 
velikosti 1,3 x 1,3 mm. Slike v srednjem stolpcu prikazujejo povečan izsek iz slike v levem stolpcu. Pri slikah 
v desnem stolpcu smo uporabili izotipske kontrole namesto specifičnih primarnih protiteles. Puščice na slikah 
označujejo populacijo makrofagov (A), populacijo CD8+ celic (B), CD4+ celic (C) ter mesto proliferacije (D 
in E). Merilo: 100 µm. 
 
4.5. Tumorski model CT26 – zmrznjene rezine 
 
Izbor najbolj reprezentativnih slik makrofagov, žil, proliferacije in limfocitov T po različnih 
terapijah na zmrznjenih rezinah tumorskega modela CT26. Zmrznjene rezine so se lepše 
barvale, vidna je oblika celic in večje število celic se je obarvalo.  
 
Makrofagi so na sliki 13A obarvani zeleno, vidimo lahko kako iz okolice prodirajo v 
notranjost tumorja. Na sliki 13 pod B in C vidimo citotoksične limfocite T (B) in celice 
pomagalke T (C), ki pa so prisotne le izven tumorja, v notranjosti pa jih ni oziroma jih težko 
z gotovostjo določimo. Vidna je razlika v obliki zeleno obarvanih celic na sliki 13A, kjer so 
makrofagi z zvezdasto razporejeno citoplazmo in pa na slikah B in C kjer so zelene celice 
bolj okroglih oblik. Na sliki 12D je vidna intenzivno obarvana notranjost celic na področju 
proliferacije, ki je v tem primeru na robu tumorja. Ob robu slike 13 D se vidi tudi temno liso, 
ki je neobarvano mišično tkivo. 
37 
Adamič U. Odgovor mišjih tumorskih modelov na terapijo z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
 
 
Slika 13: Tumorski model CT26. Prikazane so reprezentativne slike barvanja zmrznjenih rezin tumorskega 
modela CT26, s protitelesi proti A F4/80 (makrofagi, zelena), B CD8 (citotoksični limfociti T, zelena), C CD4 
(celice pomagalke T, zelena) ter D Ki67 (proliferacija, oranžna). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z 
barvilom Hoechst 33342 (modra) in žile (CD31, rdeča). Slike v prvem stolpcu predstavljajo naključno izbrano 
območje približne velikosti 1,3 x 1,3 mm. Slike v srednjem stolpcu prikazujejo povečan izsek iz slike v levem 
stolpcu. Pri slikah v desnem stolpcu smo uporabili izotipske kontrole namesto specifičnih primarnih protiteles. 
38 
Adamič U. Odgovor mišjih tumorskih modelov na terapijo z večbarvnim imunofluorescenčnim barvanjem. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
 
Puščice na slikah označujejo zvezdasto obliko makrofaga (A), populacijo CD8+ celic (B), CD4+ celic (C) ter 
mesto proliferacije (D). Merilo: 100 µm. 
 
4.6. Tumorski model - B16F10 primerjava med različnimi terapijami 
 
Na parafinskih rezinah tumorskega modela B16F10 so se najbolj zanesljivo obarvali 
makrofagi, in sicer je največ makrofagov prisotnih pri terapijah, ki so vključevale tudi GET, 
ne glede na uporabljen citostatik. Citotoksičnih limfocitov T in celic pomagalk T na 
parafinskih rezinah nismo uspeli označiti, včasih je sicer vidna zelena barva, vendar ne 
moremo biti prepričani o njihovi prisotnosti. Iz rezultatov je razvidno tudi, da je označevanje 
proliferacije na parafinskih rezinah precej nezanesljivo. Ovčja protitelesa proti Ki67 so se 
ponekod vezala, medtem ko vezave zajčjega protitelesa proti Ki67 skoraj ni. 
 
4.6.1. Barvanje makrofagov in žil 
 
Na sliki 14 je barvana kontrola brez terapije. Vidna je prisotnost makrofagov tako ob robu 
kot tudi v sredini tumorja. Na sliki roba je vidna tudi nekroza, ki jo prepoznamo po majhni 
gostoti celic z majhnimi jedri in brez drugih struktur. Ožiljenost je zmerna, žile so 
razporejene kaotično.  
 
 
Slika 14: Tumorski model B16F10, kontrolna skupina brez terapije, obarvani makrofagi (F4/80, zeleno) in žile 
(CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Slika v prvem 
stolpcu prikazuje naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, oboje v 
približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območje na robu in 
v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje mesto nekroze. Merilo: 100 µm. 
 
Slika 15 združuje barvanja makrofagov po različnih terapijah s cisplatinom. Med njimi je 
jasno opazna večja prisotnost makrofagov pri terapijah, ki so vključevale GET. Na sliki 15D 
je vidna zvezdasta oblika makrofagov. Bolj gosto so prisotni na obrobju tumorja, v 
notranjosti jih je na vseh slikah manj. Pri terapiji CIS ECT/GET je tumor izginil, zato na 
sliki 15C vidimo fibrozo in tkivo, ki je ostalo po izginotju. Tumor je zelo majhen tudi pri 
terapijah brez GET (sliki 15A in 15B), medtem ko pri terapiji CIS ECT/GET 3x (Slika 15D) 
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tudi nismo prepričani, če je na sliki tumor, ker je vidnih veliko makrofagov in vsa jedra 
izgledajo piknotična. Na preparatih, ki so na slikah 15B, 15C in 15D smo na koncu uporabili 
TrueBlack za zmanjševanja ozadja, zato so slike bolj kontrastne. Posledica uporabe 
TrueBlack pa je tudi manj intenzivno rdeče barvanje žil. 
 
 
Slika 15: Tumorski model B16F10, terapija s cisplatinom, obarvani makrofagi (F4/80, zeleno) in žile (CD31, 
rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije so 
razvrščene po vrstah: A terapija samo s cisplatinom, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET ter D 
ECT s cisplatinom in 3x ponovljeni GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrana območja ob 
robu tumorja in v drugem stolpcu območja iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in 
četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščice na sliki 
označujejo slabše barvano veliko žilo (C) in zvezdasto obliko makrofaga (D). Merilo: 100 µm. 
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Slika 16 združuje barvanja makrofagov po terapijah z bleomicinom. Na sliki 16A so vidni 
makrofagi v zunanjosti tumorja, torej še ne prehajajo v njegovo notranjost in jih ni v sredini. 
Ta tumor, ki je bil zdravljen samo z bleomicinom, je zelo velik: mnogo bolj učinkovita je 
bila ECT z bleomicinom, pri kateri je tumor skoraj izginil. Na sliki 16B vidimo sledi tumorja 
na tkivu, vmes je še nekaj tumorskih celic in ni makrofagov. Pri vseh treh terapijah so žile 
velike in nepravilnih oblik, pogosto se razraščajo z roba proti notranjosti. Največ 
makrofagov ponovno opazimo pri terapiji, ki vključuje tudi GET, predvsem na robu tumorja. 
 
 
Slika 16: Tumorski model B16F10, terapija z bleomicinom, obarvani makrofagi (F4/80, zeleno) in žile (CD31, 
rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije so 
razvrščene po vrstah: A terapija samo z bleomicinom, B ECT z bleomicinom, C ECT z bleomicinom in GET. 
Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrana območja ob robu tumorja in v drugem stolpcu območja iz 
sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega 
območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje gosto populacijo makrofagov na robu tumorja. 
Merilo: 100 µm. 
 
Slika 17 prikazuje terapije, ki so vključevale samo GET. Na sliki 17A vidimo, kako 
makrofagi iz okolice prodirajo v notranjost tumorja, podobno usmeritev imajo tudi žile, ki 
so nepravilnih oblik. Makrofagi so prisotni tudi v tumorju na sliki 17B, vendar v manjši meri 
kot na sliki 17A. V sredini tumorja na sliki 17B je pri povečani sliki opazna nekroza zgoraj 
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desno, ki je zaradi avtofluorescence obarvana zeleno. Na sliki 17B je več nepravilno 
oblikovanih žil. 
 
 
Slika 17: Tumorski model B16F10, terapija z genskim elektroprenosom IL-12, obarvani makrofagi (F4/80, 
zeleno) in žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). 
Različne terapije so razvrščene po vrstah: A terapija samo GET ter B terapija s 3x ponovljenim GET. Slike v 
prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrana območja ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, 
vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na 
robu in v sredini tumorja. Puščice na sliki označujejo usmerjenost makrofagov proti notranjosti tumorja (A) in 
mesto nekroze (B). Merilo: 100 µm. 
 
4.6.2. Barvanje citotoksičnih limfocitov T in žil 
 
Citotoksični limfociti T v tumorskem modelu B16F10 niso prisotni v večjem obsegu. Na 
sliki kontrole (Slika 18) so vidna območja tumorja, kjer bi lahko bili citotoksični limfociti 
T, vendar njihove prisotnosti na podlagi slike ne moremo potrditi. Kot izgleda na povečavi 
območja iz sredine, bi lahko prehajali iz žil v tumor, vendar niso jasno vidna jedra zelenih 
lis, zato je možno, da gre za avtofluorescenco. 
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Slika 18: Tumorski model B16F10, kontrolna skupina brez terapije, obarvani citotoksični limfociti T (CD8, 
zeleno) in žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). 
Slika v prvem stolpcu prikazuje naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine 
tumorja, oboje v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega 
območja na robu in sredini tumorja. Puščica na sliki označuje mesto ob žili, kjer bi lahko bili citotoksični 
limfociti T. Merilo: 100 µm. 
 
Na sliki 19 so obarvane tumorske rezine po različnih terapijah s cisplatinom. Ožiljenost 
tumorja je največja na sliki 19D, torej po elektrokemoterapiji s 3x ponovljenim GET, sicer 
pa žil skoraj ni. Kljub temu pa ožiljenost ni večja kot v kontrolni skupini brez terapije. Vidna 
so modro obarvana jedra. Citotoksičnih limfocitov T ni videti. 
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Slika 19: Tumorski model B16F10, terapija s cisplatinom, obarvani citotoksični limfociti T (CD8, zeleno) in 
žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne 
terapije so razvrščene po vrstah: A terapija samo s cisplatinom, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in 
GET ter D ECT s cisplatinom in 3x ponovljeni GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano 
območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji 
in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki 
označuje mesto večje ožiljenosti. Merilo: 100 µm. 
 
Slika 20 prikazuje terapije z bleomicinom in barvane citotoksične limfocite T. Citotoksičnih 
limfocitov T ni videti, razen pri sliki 20C so morda nakazani. Žile so nepravilnih oblik. Pri 
ECT z bleomicinom je tumor skoraj izginil. 
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Slika 20: Tumorski model B16F10, terapija z bleomicinom, obarvani citotoksični limfociti T (CD8, zeleno) in 
žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne 
terapije so razvrščene po vrstah: A terapija samo z bleomicinom, B ECT z bleomicinom, C ECT z bleomicinom 
in GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu 
območje iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta 
povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje mesto populacije celic 
CD8. Merilo: 100 µm. 
 
Na sliki 21 so barvani citotoksični limfociti T po dveh različnih terapijah z GET in IL-12. 
Razporeditev in oblika žil je podobna kot pri drugih terapijah, žil je bolj malo, citotoksičnih 
limfocitov T ni opaziti. Vidna so drobna modro obarvana jedra. 
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Slika 21: Tumorski model B16F10, terapija z genskim elektroprenosom IL-12, obarvani citotoksični limfociti 
T (CD8, zeleno) in žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 
(modra). Različne terapije so razvrščene po vrstah: A terapija samo GET ter B terapija s 3x ponovljenim GET. 
Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrana območja ob robu tumorja in v drugem stolpcu območja iz 
sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega 
območja na robu in v sredini tumorja. Merilo: 100 µm. 
 
4.6.3. Barvanje celic pomagalk T in žil  
 
Celice pomagalke T so v tumorskem modelu B16F10 prisotne le v manjšem obsegu in se 
niso barvale niti v kontrolni skupini niti na rezinah po terapijah. Vidna pa je večja ožiljenost 
pri tumorju brez terapije (Slika 22), medtem ko je pri tumorjih po terapijah manj žil (Slike 
23, 24 in 25).  
 
 
Slika 22: Tumorski model B16F10, kontrolna skupina brez terapije, obarvane celice pomagalke T (CD4, 
zeleno) in žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). 
Slika v prvem stolpcu prikazuje naključno izbrano območja ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine 
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tumorja, oboje v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega 
območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje veliko žil ob robu tumorja. Merilo: 100 µm. 
 
Žile so vidne na vseh slikah, ki prikazujejo različne načine terapij s cisplatinom (Slika 23), 
vendar se zelo redko razraščajo, malo jih je. Na sliki 23D je rahlo zeleno obarvano tudi 
ozadje, kar je posledica slabe deparafinizacije v ksilolu. Celic pomagalk T na slikah ni 
opaziti. 
 
 
Slika 23: Tumorski model B16F10, terapija s cisplatinom, obarvane celice pomagalke T (CD4, zeleno) in žile 
(CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije 
so razvrščene po vrstah: A terapija samo s cisplatinom, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET ter 
D ECT s cisplatinom in 3x ponovljeni GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano območje ob 
robu tumorja in v drugem stolpcu območje  iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in 
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četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje 
mesto avtofluorescence ozadja. Merilo: 100 µm. 
 
Na sliki 24 so barvane celice pomagalke T in žile po različnih terapijah z bleomicinom. 
Tumor, ki ga prikazuje slika 24B, je skoraj izginil, vidna so le piknotična jedra. Na sliki 24C 
so dobro vidne tudi številne žile, na nekaterih območjih je opazna tudi avtofluorescenca 
ozadja (Sliki 24A in 24C). 
 
 
Slika 24: Tumorski model B16F10, terapija z bleomicinom, obarvane celice pomagalke T (CD4, zeleno) in 
žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne 
terapije so razvrščene po vrstah: A terapija samo z bleomicinom, B ECT z bleomicinom, C ECT z bleomicinom 
in GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu 
območje iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta 
povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki C označuje žile ob robu tumorja. 
Merilo: 100 µm. 
 
Tumorja po obeh terapijah z GET na sliki 25 imata zelo jasen rob. Žile se neurejeno 
razraščajo v notranjost in so zelo številne. Celic pomagalk T ni. 
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Slika 25: Tumorski model B16F10, terapija z genskim elektroprenosom IL-12, obarvane celice pomagalke T 
(CD4, zeleno) in žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 
(modra). Različne terapije so razvrščene po vrstah: A terapija samo GET ter B terapija s 3x ponovljenim GET. 
Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrana območja ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine 
tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega 
območja na robu in v sredini tumorja. Merilo: 100 µm. 
  
4.6.4. Barvanje proliferacije in žil 
 
Na slikah 26, 27, 28, 29 in 30 so obarvana mesta proliferacije, pri čemer smo uporabili ovčje 
protitelo proti Ki67 (rdeče barve) ali zajčje protitelo proti Ki67 (oranžne barve). Kontrol smo 
označili z zajčjim protitelesom proti Ki67 (Slika 26) in z ovčjim protitelesom proti Ki67 
(Slika 27). Obarvana mesta proliferacije so vidna na povečanih slikah v tretjem in četrtem 
stolpcu na obeh slikah. Na sliki 27 žile niso obarvane, na sliki 26 pa je vidnih veliko drobnih 
žil, razporejenih po obrobju in po sredini tumorja. Slika 26 je edini primer v parafin 
vklopljene rezine, na kateri se je zajčje protitelo uspešno vezalo. Več celic v fazi delitve se 
je obarvalo na sliki 27, kjer smo uporabili ovčje protitelo proti Ki67. Na obeh slikah je zelo 
dobro vidno, kako se protitelo proti Ki67 veže v jedro celice in ga točkasto obarva, za razliko 
od ostalih uporabljenih protiteles, ki se vežejo in obarvajo citoplazmo celic.  
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Slika 26: Tumorski model B16F10, kontrolna skupina brez terapije, obarvana proliferacija celic (Ki67, 
oranžno) in žile (CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). 
Slika v prvem stolpcu prikazuje naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine 
tumorja, oboje v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega 
območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje veliko žil ob robu tumorja. Puščica na sliki 
označuje celice v fazi delitve. Merilo: 100 µm. 
 
 
Slika 27 Tumorski model B16F10, kontrolna skupina brez terapije, obarvana proliferacija celic (Ki67, rdeče). 
Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Slika v prvem stolpcu prikazuje 
naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, oboje v približni velikosti 
1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in sredini tumorja. 
Puščica na sliki označuje veliko žil ob robu tumorja. Merilo: 100 µm. 
 
Slika 28 prikazuje barvane tumorske rezine po terapijah s cisplatinom. Vidna je obarvanost 
žil, ki jih je manj kakor v kontrolnih tumorjih. Na nobeni od slik ni opaznih obarvanih jeder 
celic v fazi delitve, saj zajčje protitelo proti Ki67, razen pri eni kontroli, ni delovalo na 
rezinah v parafinu. Na sliki 28B se vidi oranžni eritrociti v žili, kar je posledica barvanja z 
barvilom Cy3. Tumor na sliki 28D je že skoraj izginil. Na sliki 28D smo uporabili 
TrueBlack, zato so žile komaj opazne, zelo šibko rdeče barve. 
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Slika 28: Tumorski model B16F10, terapija s cisplatinom, obarvana proliferacija celic (Ki67, oranžno) in žile 
(CD31, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije 
so razvrščene po vrstah: A terapija samo s cisplatinom, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET ter 
D ECT s cisplatinom in 3x ponovljeni GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano območje ob 
robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti 
stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in sredini tumorja. Puščica na sliki označuje 
obarvane eritrocite v žili. Merilo: 100 µm. 
 
Na sliki 29 po terapiji z bleomicinom se zelo dobro vidi mesta proliferacije. Ker pa se 
barvanje s tem protitelesom ni izkazalo za zanesljivo niti na drugih rezinah v parafinu, ga 
nismo naredili še na ostalih terapijah z bleomicinom.  
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Slika 29: Tumorski model B16F10, terapija z bleomicinom, obarvana proliferacija celic (Ki67, rdeče). Na vseh 
slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Slika v prvem stolpcu prikazuje naključno 
izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, oboje v približni velikosti 1,3 x 1,3 
mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica 
na sliki označuje populacijo celic v fazi delitve. Merilo: 100 µm. 
 
Na sliki 30 smo uporabili ovčje protitelo proti Ki67 in je dobro obarvalo celična jedra na 
mestu v tumorju, kjer se dogaja proliferacija. Žil na sliki 30 nismo barvali, ker je ovčje 
protitelo preveč podobno kozjemu, ki smo ga uporabljali za žile in bi prišlo do navzkrižne 
vezave.  
 
 
 
Slika 30: Tumorski model B16F10, terapija z  genskim elektroprenosom IL-12, obarvana proliferacija celic 
(Ki67, rdeče). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Slika v prvem 
stolpcu prikazuje naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, oboje v 
približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in 
v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje populacijo celic v fazi delitve. Merilo: 100 µm. 
 
Žile so lepo vidne na sliki 31, kjer pa se celice v fazi delitev niso obarvale, sklepamo da zato, 
ker zajčje protitelo proti Ki67 na parafinskih rezinah ni dobro delovalo. Na sliki v četrtem 
stolpcu je lepo vidna velika žila nepravilne oblike. 
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Slika 31 Tumorski model B16F10, terapija z genskim elektroprenosom IL-12, obarvana proliferacija celic 
(Ki67, oranžno). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Slika v prvem 
stolpcu prikazuje naključno izbrano območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu v sredini tumorja, oboje v 
približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in 
v sredini tumorja. Puščica na sliki označuje veliko žilo. Merilo: 100 µm. 
 
4.7. Tumorski model - CT26 primerjava med različnimi terapijami 
 
Zmrznjene rezine tumorskega modela CT26 so se bolje barvale od parafinskih rezin 
tumorskega modela B16F10. Slabše se je vezalo le ovčje protitelo proti Ki67, ki obarva 
deleče se celice, zato smo uporabili zajčje protitelo proti Ki67, ki se je na zmrznjenih rezinah 
mnogo bolje vezalo kot na parafinskih.  Na rezinah je vidnih več makrofagov, vidni pa so 
tudi citotoksični limfociti T in celice pomagalke T. Podobno kakor pri tumorskem modelu 
B16F10, je opazno največje število makrofagov pri terapijah, ki so vključevale genski 
elektroprenos IL-12. Citotoksičnih limfocitov T je v primerjavi s celicami pomagalkami T 
več, vendar sta obe skupini celic tako pri kontrolni skupini kakor pri terapevtskih skupinah 
precej maloštevilni. 
 
4.7.1. Barvanje makrofagov in žil 
 
Največ makrofagov je tam, kjer je način terapije vključeval GET, ne glede na uporabljeni 
citostatik, čeprav lahko nekaj makrofagov opazimo tudi pri kontrolni skupini na sliki 32A. 
Največ jih je ob robu, prodirajo pa tudi v notranjost. Na slikah zmrznjenih rezin je precej 
manj avtofluorescence, na sliki 32E je označena mišica, ki ne fluorescira. Žile so obarvane 
rdeče in neurejeno razporejene, več jih je ob robu. 
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Slika 32: Tumorski model CT26, različne terapije, obarvani makrofagi (F4/80, zelena) in žile (CD31, rdeča). 
Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije so razvrščene 
po vrstah: A kontrola brez terapije, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET, D ECT z bleomicinom, 
E ECT z bleomicinom in GET ter F GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano območje ob 
robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji in četrti 
stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki E označuje 
mišico, puščica na sliki F pa gosto populacijo makrofagov na robu tumorja. Merilo: 100 µm. 
 
4.7.2. Barvanje citotoksičnih limfocitov T in žil  
 
Slika 33 prikazuje barvanje s protitelesom proti CD8 za citotoksične limfocite T. Na 
zmrznjenih rezinah so se citotoksični limfociti T bolje barvali kakor na rezinah, vklopljenih 
v parafin. Kljub temu pa jih lahko opazimo samo na robu tumorja in le redko (slika 33D) v 
notranjosti. Pri kontrolni skupini (slika 33A) pa jih ni opaziti. V tumorjih po terapijah je v 
primerjavi s kontrolo brez terapije vidna manjša ožiljenost, omejena predvsem na rob 
tumorja. 
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Slika 33: Tumorski model CT26, različne terapije, obarvani citotoksični limfociti T (CD8, zelena) in žile 
(CD31, rdeča). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije 
so razvrščene po vrstah: A kontrola brez terapije, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET, D ECT 
z bleomicinom, E ECT z bleomicinom in GET ter F GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano 
območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji 
in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščica na sliki B 
označuje populacijo citotoksičnih limfocitov T na robu tumorja, puščica na sliki D pa populacijo infiltriranih 
citotoksičnih limfocitov T. Merilo: 100 µm.  
 
4.7.3. Barvanje celic pomagalk T in žil  
 
Podobno kot citotoksični limfociti T so tudi celice pomagalke T zaznavne predvsem na 
zunanjem robu tumorja, najbolj izrazito na slikah 34C in 34F, kjer je bila vključena tudi 
terapija GET. Največja gostota žil je na robu, manj jih je v notranjosti tumorja. Viden je 
trend manjše ožiljenosti po terapijah. Na sliki 34B je po ECT s cisplatinom nastala nekroza, 
ki je obarvana zeleno. Prepoznamo jo po odsotnosti modro obarvanih jeder.  
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Slika 34: Tumorski model CT26, različne terapije, obarvane celice pomagalke T (CD4, zelena) in žile (CD31, 
rdeča). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije so 
razvrščene po vrstah: A kontrola brez terapije, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET, D ECT z 
bleomicinom, E ECT z bleomicinom in GET ter F GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano 
območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji 
in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Puščice označujejo 
populacijo celic pomagalk T na robu tumorja (F), populacijo infiltriranih celic pomagalk T (A) ter nekrozo (B) 
Merilo: 100 µm. 
 
4.7.4. Barvanje delečih se celic in žil  
 
Za barvanje celic v fazi delitve smo uporabili zajčje protitelo Ki67, ki je na zmrznjenih 
rezinah bolje delovalo kakor na parafinskih. Na sliki 35 se pri kontroli in vseh načinih 
terapije jasno vidi mesta proliferacije, kjer so celice obarvane oranžno. Na vseh rezinah je 
proliferacija prisotna predvsem na robu tumorja, kjer je tudi obsežen preplet žil. Proliferacija 
je najbolj obsežna na sliki 35A, ki je kontrolna skupina brez terapije. Precej celic v fazi 
delitve opazimo tudi po ECT s cisplatinom, medtem ko je pri drugih terapijah proliferacije 
manj. Pri kontroli (slika 35A) je vidnih več manjših žil enakomerno razporejenih po tumorju. 
Pri drugih tumorjih pa so žile sicer večje, ampak manj številne in po večini razporejene na 
robu tumorja.  
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Slika 35: Tumorski model CT26, različne terapije, obarvana proliferacija celic (Ki67, oranžna) in žile (CD31, 
rdeča). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Različne terapije so 
razvrščene po vrstah: A kontrola brez terapije, B ECT s cisplatinom, C ECT s cisplatinom in GET, D ECT z 
bleomicinom, E ECT z bleomicinom in GET ter F GET. Slike v prvem stolpcu prikazujejo naključno izbrano 
območje ob robu tumorja in v drugem stolpcu iz sredine tumorja, vse v približni velikosti 1,3 x 1,3 mm. Tretji 
in četrti stolpec pa prikazujeta povečavo izbranega območja na robu in v sredini tumorja. Merilo: 100 µm. 
 
4.8. Izotipske kontrole na zmrznjenih rezinah vranic brez primarnih 
protiteles 
 
Na zmrznjenih rezinah vranice smo naredili tudi izotipske kontrole brez primarnih protiteles, 
s katerimi smo dokazali odsotnost nespecifične vezave sekundarnih protiteles. Na izotipskih 
kontrolah ni prišlo do barvanja celic, zanemarljivo malo je obarvano ozadje tkiva. Zaradi 
uporabe sekundarnih protiteles, ki so bila konjugirana s fluorescenčnim barvilom, so na sliki 
36 pri vseh treh stolpcih prisotne različne obarvanosti ozadja, ki jih lahko opazimo tudi pri 
drugih načinih barvanja in ne pomenijo prisotnosti specifičnih celic. 
 
 
Slika 36: Negativna kontrola brez primarnih protiteles na zmrznjenih rezinah vranice. Na vseh slikah so celična 
jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Uporabili smo oslovsko protitelo proti podganjim 
antigenom konjugirano z barvilom Alexa 488 (A), oslovsko protitelo proti podganjim antigenom, konjugirano 
z barvilom Cy3 (B) ter oslovsko protitelo proti podgani, konjugirano z barvilom Alexa 647 (C). Merilo: 100 
µm. 
 
4.9. Primeri avtofluorescence na parafinskih rezinah 
 
Na parafinskih rezinah smo imeli v nekaterih primerih težave s prisotnostjo avtofluorescence 
(slika 37), ki je bila posledica slabe deparafinizacije, zaradi česar lahko pride do nespecifične 
vezave primarnih in/ali sekundarnih protiteles ter barvila Hoechst. 
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Slika 37: Primeri močne avtofluorescence. Obarvani so citotoksični limfociti T (CD8, zelena) in žile (CD31, 
rdeča). Na vseh slikah so celična jedra obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra). Zaradi slabe 
deparafinizacije je vidna močna avtofluorescenca eritrocitov (levo), ozadja in mišice (desno). Merilo: 100 µm.  
 
4.10. Primer oblike žil v tumorskem modelu B16F10 
 
V koži so žile pravilnih okroglih oblik in urejeno razporejene glede na druge strukture v 
okolici. Žile v tumorju pa so različnih oblik in so neurejeno razporejene, med drugim na 
naključnih lokacijah tumorja, v večini opisanih primerov pa je večja gostota žil na obrobju 
tumorja.  
 
Na levi sliki 38 vidimo žile okrogle oblike, razporejene glede na druge strukture v koži. Na 
desni sliki 38 pa so žile v notranjosti istega tumorja, nepravilnih oblik in neenakomerno 
razporejene. Obe sliki smo posneli na isti tumorski rezini. 
 
Hoechst 
CD31 
CD8 
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Slika 38: Primerjava razporeditve žil. Barvani so makrofagi (F4/80, zelena) in žile (CD31, rdeča). Celična 
jedra so obarvana z barvilom Hoechst 33342 (modra).  Na levi sliki so označene žile v koži, na desni sliki so 
označene žile v tumorju. Merilo: 100 µm.  
Hoechst 
CD31 
F4/80 
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5. RAZPRAVA 
 
Namen raziskovalnega in eksperimentalnega dela magistrske naloge je bil, da lahko z 
metodo imunohistološkega fluorescenčnega barvanja vrednotimo prisotnost makrofagov, 
citotoksičnih limfocitov T, celic pomagalk T, mesta proliferacije celic in žil v tumorju. Za 
metodo so se v primerjavi s parafinskimi rezinami, fiksiranimi v raztopini s cinkom, za 
primernejše izkazale zmrznjene rezine, fiksirane v 4% paraformaldehidu. Najbolj izrazito so 
se obarvali makrofagi, in sicer se je njihova prisotnost najbolj povečala po terapijah, ki so 
vključevale genski elektroprenos IL-12. Tako na zmrznjenih kakor tudi na parafinskih 
rezinah so se dobro obarvala tudi jedra in pa endotelij žil. V tumorjih so bile žile nepravilno 
razporejene in nepravilnih oblik, po vseh terapijah pa se je njihovo število zmanjšalo v 
primerjavi s kontrolnimi tumorji. Tako pri tumorskem modelu B16F10 kot tudi pri CT26 
citotoksičnih limfocitov T in celic pomagalk T skoraj nismo zaznali niti v kontrolnih 
tumorjih niti po različnih terapijah. Mesta proliferacije so se bolje videla na zmrznjenih 
rezinah, na katerih smo uporabili zajčje protitelo proti Ki67. 
 
Imunohistološko fluorescenčno barvanje je pomembna metoda za določanje dinamike 
prisotnosti imunskih celic v tumorju, vendar ima določene omejitve. Zmrznjene tkivne 
rezine do določene stopnje vključujejo tudi spremenjeno strukturo tkiva in zavajajo z 
obarvanimi artefakti, zato so za bolj poglobljene analize morfologije neprimerne (Feng in 
sod., 2016). Tkivne rezine, ki so bile vklopljene v parafin in smo jih predhodno fiksirali v 
raztopini s cinkom (ta glede na pregledano literaturo, bolje ohrani dostopnost epitopov in 
posledično omogoči boljšo vezavo protiteles), bi načeloma morale biti primernejše za študij 
tumorskega mikrookolja in določanja imunskih celic (Feng in sod., 2016). Izkazalo pa se je, 
da imajo lahko te rezine visoko avtofluorescenco ozadja, ki je posledica parafina, v katerega 
je bilo tkivo vklopljeno in ga z deparafinizacijo v nekaterih primerih ni možno dovolj 
uspešno odstraniti. Prav tako so lahko določeni epitopi nedostopni primarnim protitelesom, 
če predhodno ne izvedemo postopka razkrivanja epitopov. V naši nalogi smo ugotovili, da  
je pri postopku barvanja parafinskih rezin pomembno uporabiti sveži ksilol za vsako 
deparafinizacijo, saj se zelo hitro nasiči s parafinom, kar vodi v slabšo deparafinizacijo. Na 
določenih slikah je možno opaziti tudi močno avtofluorescenco eritrocitov in mišičnega 
tkiva, kar je posledica slabe deparafinizacije (slika 35). Avtofluorescenco različnih tkiv in 
celic smo uspešno zmanjšali tudi z uporabo raztopine TrueBlack®. TrueBlack® učinkovito 
odstrani avtofluorescenco v zelenem in rdečem svetlobnem spektru, hkrati pa ne prispeva k 
fluorescenci ozadja, kot se to pogosto zgodi ob uporabi barvila Sudan Black B (Whittington, 
Wray, 2017). TrueBlack® se v celicah veže na lipofuscin in tako zmanjša avtofluorescenco. 
Opazili pa smo, da je TrueBlack® do določene mere zmanjšal tudi intenziteto rdeče 
obarvanosti žil, kjer smo kot sekundarno protitelo uporabili sekundarna protitelesa označena 
s fluorokromom Alexa Fluor 647. 
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V nalogi smo vsa barvanja izvedli brez odkrivanja epitopov z izpostavljanjem visokim 
temperaturam ali encimskemu delovanju, ker je tak način barvanja hitrejši ter enostavnejši. 
To je lahko razlog za slabšo vezavo primarnih protiteles proti Ki67, CD4 in CD8 na 
parafinskih rezinah, v primerjavi z zmrznjenimi rezinami. Na zmrznjenih rezinah so se vsa 
uporabljena primarna protitelesa bolje vezala na tarčne antigene kakor na parafinskih 
rezinah. Različno dostopnost epitopov na parafinskih rezinah, ki jih prepoznavajo primarna 
protitelesa, smo pokazali tudi na primeru antigena Ki67. Na parafinskih rezinah smo namreč 
uporabili dvoje različnih primarnih protiteles. Uporaba zajčjega primarnega protitelesa proti 
Ki67 ni bila uspešna, medtem ko smo s primarnim ovčjim protitelesom proti Ki67 v 
nekaterih primerih uspeli uspešno dokazati prisotnost Ki67 v parafinskih rezinah. Na 
zmrznjenih rezinah pa se je kot boljše primarno protitelo izkazalo zajčje protitelo proti Ki67. 
 
Delovanje primarnih protiteles smo najprej potrdili na rezinah mišje vranice, tako 
parafinskih kot zmrznjenih, ker so v vranici prisotne vse populacije celic, ki smo jih 
poskušali določiti z uporabljenimi protitelesi. Tako smo potrdili, da primarno protitelo proti 
CD31 specifično označi endotelijske celice, s čimer lahko določujemo prisotnost žil na 
tkivnih rezinah, in da primarno protitelo proti Ki67 specifično označi celice v fazi celične 
delitve in jih lahko uporabljamo za določevanje proliferacije v tumorjih. V vranici nastajajo 
tudi limfociti T, tako smo lahko tudi potrdili, da primarno protitelo proti CD4 specifično 
označi celice pomagalke T in da primarno protitelo proti CD8 specifično označi citotoksične 
limfocite T. Potrdili smo tudi, da primarno protitelo proti F4/80 specifično označi makrofage 
in jih lahko uporabljamo za določanje infiltracije makrofagov v tumorje. Specifičnost 
delovanja primarnih protiteles smo potrdili tudi z barvanjem, pri katerem smo namesto 
primarnih protiteles uporabili izotipske kontrole. To so protitelesa, ki se naj ne bi vezala na 
noben epitop. Specifičnost pa smo potrdili tudi z barvanjem, pri katerem smo uporabili samo 
sekundarna protitelesa in tako pokazali, da v tkivnih rezinah mišjih vranic ta ne označujejo 
nobenih celic. 
 
Ko smo potrdili specifičnost delovanja izbranih primarnih protiteles na rezinah vranic, smo 
barvali še tumorske rezine dveh tumorskih modelov, in sicer B16F10 in CT26, ki so bile 
odvzete po različnih terapijah. Terapije so bile kombinacije elektrokemoterapije s 
citostatikom bleomicinom in/ali cisplatinom ter elektrogenske terapije z interlevkinom-12, 
injiciranim peritumoralno. Pomembno je tudi to, da so bile tkivne rezine pri tumorskem 
modelu B16F10 pripravljene iz vzorcev, vklopljenih v parafin ter odvzete 6. dan po terapiji, 
medtem ko so bile tkivne rezine pri tumorskem modelu CT26 pripravljene iz zmrznjenih 
vzorcev odvzetih 3. dan po terapiji. 
 
Najprej smo zopet potrdili specifičnost primarnih protiteles na tumorskih rezinah z 
barvanjem, kjer smo namesto primarnih protiteles uporabili izotipske kontrole in pokazali, 
da ta ne označujejo nobenih celic v tkivnih rezinah pri obeh tumorskih modelih. Nato smo 
nadaljevali barvanje s primarnimi protitelesi proti Ki67, CD31, F4/80, CD4 ter CD8. Pri 
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vseh vzorcih smo uporabili primarno protitelo proti CD31, razen v primeru, ko smo uporabili 
ovčje primarno protitelo proti Ki67. V tem primeru bi lahko zaradi sorodnosti živalskih vrst, 
v katerih so bila protitelesa pripravljena, prišlo do nespecifičnega prepoznavanja primarnih 
protiteles s strani sekundarnih protiteles. Poleg CD31 smo na isti tkivni rezini uporabili še 
primarno protitelo proti Ki67 ali proti CD4 ali proti CD8 ali pa proti F4/80 ter barvilo 
Hoechst 33342, ki obarva celična jedra. Na tak način smo lahko na isti tkivni rezini 
določevali prisotnost žil ter hkrati tudi mesta proliferacije ali infiltracijo citotoksičnih 
limfocitov T ali celic pomagalk T ali makrofagov. 
 
Na tkivnih rezinah tumorskega modela B16F10 smo po terapijah opazili, da se v primeru 
uporabe elektrogenske terapije z IL-12 v tumorju poveča število makrofagov, in sicer tudi v 
primerih, ko je bil GET uporabljen kot samostojna terapija brez citostatika. Prisotnost 
makrofagov je bila vedno večja na robu tumorja in v okoliškem tkivu, kot pa v notranjosti 
tumorja. Podobno so poročali tudi glede prisotnosti grancima B (Uršič in sod., 2018), čeprav 
je ta značilen za naravne celice ubijalke (NK-celice) in citotoksične limfocite T, ki pa jih v 
naših poskusih nismo zasledili. V naši raziskavi tumor po monoterapiji GET ni izginil. Do 
izginotja je prišlo le, če je bila terapija GET kombinirana z ECT s cisplatinom. Po trikrat 
ponovljeni terapiji GET se je tumorski volumen skoraj dvakrat povečal. Sklepamo, da 
previsoka koncentracija IL-12 vodi v inhibicijo imunskega sistema in tumor zraste. Sicer so 
rezultati po terapiji GET in IL-12 glede na zbrano literaturo zelo uspešni. Izražanje gena IL-
12 se ob večkratni ponovitvi poveča za petkrat, z imunohistokemijskim barvanjem za 
grancim B pa so potrdili tudi infiltracijo limfocitov (Kamenšek in sod., 2018). V raziskavi 
Lampreht Tratar in sod. (Lampreht Tratar in sod, 2017) so tudi dokazali visoko stopnjo 
infiltracije makrofagov v tumorski model B16F10 po terapiji GET in IL-12. Po štirinajstih 
dneh je prišlo celo do popolnega izginotja tumorja brez ponovne pojavitve. Največje 
koncentracije makrofagov so z metodo imunohistokemije opazili četrti in osmi dan po 
terapiji (Lampreht Tratar in sod., 2017). Veliko makrofagov smo opazili tudi sami, in sicer 
na primerih tumorjev, ki so jih odvzeli šesti dan po terapiji.  
 
Elektrokemoterapija (ECT) je učinkovita metoda v kombinaciji z različnimi citostatiki, kot 
so bleomicin, cisplatin in oksaliplatin. ECT v tumorskem modelu B16F10 izrazito poveča 
območja nekroze, močno se zmanjša tudi volumen tumorjev. Na podlagi 
imunohistokemijskega barvanja grancima B pa sklepajo, da je višja tudi stopnja infiltracije 
imunskih celic v tumor (Uršič in sod., 2018). V našem primeru se je volumen tumorja po 
ECT z bleomicinom zelo zmanjšal, medtem ko nismo opazili povečane infiltracije 
citotoksičnih limfocitov T ali celic pomagalk T. Grancim B specifično označuje aktivirane 
citotoksične limfocite T ter naravne celice ubijalke (NK-celice), medtem ko smo v našem 
primeru označevali le citotoksične limfocite T ne pa NK-celic. Žile so se v tumorsko tkivo 
razraščale od roba proti sredini in so bile najbolj zgoščene na robu tumorja. Pri vseh terapijah 
so bile približno podobno razporejene in orientirane, v primerjavi s kontrolnimi tumorji pa 
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jih je bilo manj. V primerjavi s kožo, kjer lahko vidimo žile v bolj ali manj pravilnih 
postavitvah, so žile v tumorjih ne glede na terapijo nepravilnih oblik (slika 38). 
 
Z metodo pretočne citometrije so ovrednotili tudi povišano infiltracijo imunskih celic na 
tumorskem modelu CT26 po ECT s cisplatinom. Količina makrofagov se je povišala tako 
po monoterapiji s cisplatinom kot tudi po uporabi ECT skupaj s cisplatinom. Slednja je 
okrepila infiltracijo nekaterih drugih imunskih celic, vendar niso spremljali sprememb v 
infiltraciji citotoksičnih limfocitov T ali celic pomagalk T (Tremble in sod., 2019). Na 
tkivnih rezinah tumorskega modela CT26 smo tudi mi opazili veliko količino makrofagov 
tako po sami terapiji ECT s cisplationom kot tudi z bleomicinom. Do še večje prisotnosti 
makrofagov pa je prišlo, kadar smo ECT kombinirali z GET in IL-12. Dobro so bila 
prepoznavna tudi mesta proliferacije, ki so bila najpogostejša na robu tumorja. Različne 
terapije, katerim so bili izpostavljeni tumorji, pa so zmanjšale prisotnost tako žil v tumorjih 
CT26 kakor tudi število mest proliferacije. Z gotovostjo težko trdimo, da smo v tumorskem 
tkivu opazili tudi limfocite T. Tako kot v primeru tumorskega modela B16F10, tudi pri 
modelu CT26 nismo opazili povečane infiltracije citotoksičnih limfocitov T ali celic 
pomagalk T. 
 
Obema tumorskima modeloma je torej skupno, da terapija GET in IL-12 poveča količino 
makrofagov v tumorskem mikrookolju. Tkivne rezine tumorskega modela B16F10 so bile 
precej bolj heterogene od tumorskega modela CT26, kar bi lahko pripisali različnemu času 
odvzema tumorjev. Citotoksičnih limfocitov T in celic pomagalk T nismo videli na 
parafinskih rezinah tumorja B16F10 niti v tistih kjer so bili tumorji izpostavljeni terapiji z 
GET in IL-12. Nekaj citotoksičnih limfocitov T in celic pomagalk T pa smo zaznali v 
tumorjih CT26, vendar niso bili prisotni v večjem številu, kar kaže na razliko v tumorskem 
mikrookolju med obema tumorskima modeloma. Kljub temu, da so bili citotoksični limfociti 
T in celice pomagalke T prisotne v tumorjih CT26, pa se njihovo število ni povečalo po 
nobeni izmed uporabljenih terapij. Razlog za to, da nismo uspeli dokazati povečanega števila 
obeh populacij imunskih celic je lahko, da terapije, ki smo jih uporabili, ne povzročijo 
povečane infiltracije teh populacij imunskih celic ali pa smo odvzeli vzorce tumorjev ob 
napačnem času po terapiji. Te smo namreč  odvzeli relativno hitro po izvedeni terapiji, sama 
prisotnost imunskih celic v tumorju pa se skozi čas spreminja. 
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6. SKLEP 
 
Zaradi težav z epitopi, ki so občutljivi na fiksacijo in so težko zaznavni v standardnih 
parafinskih rezinah, so se v preteklosti pogosto zanašali na slike narejene na zmrznjenih 
rezinah. Ta način pa ima dve slabosti, in sicer so zmrznjene rezine manj primerne za 
shranjevanje, vprašljiva pa je tudi obstojnost tkivne arhitekture (Feng in sod., 2016). 
Fiksacija v raztopini s cinkom za tumorski model B16F10 in fiksacija s paraformaldehidom 
za tumorski model CT26 po uporabljenem protokolu na izpostavljenost epitopov ni vplivala 
do te mere, da bi popolnoma preprečila vezavo primarnih protiteles. Fiksacija z raztopino s 
cinkom se je izkazala za primerno tudi v drugih objavljenih raziskavah (Beckstead, 1994; 
Feng in sod., 2016). Rezine, fiksirane s cinkom, so bile vklopljene v parafin, rezine, fiksirane 
s paraformaldehidom, pa so bile zmrznjene. Uspešno smo barvali žile in makrofage na obeh 
tipih rezin, pri čemer je bilo barvanje boljše na zmrznjenih rezinah. 
 
Pri terapijah smo ugotovili, da vodi terapija GET in IL-12 v večjo količino makrofagov v 
tumorskem mikrookolju. Žile so najbolj pogoste na robu tumorja, prav tako je bilo na robu 
največ proliferacije celic pri tumorskem modelu CT26. Razporeditev žil sovpada s 
prisotnostjo obarvanih makrofagov, ki do tumorja prispejo po žilah. Pri obeh tumorskih 
modelih smo opazili zmanjšano prisotnost žil po terapijah, pri tumorskem modelu pa tudi 
zmanjšano proliferacijo. Limfocitov T (celic pomagalk in citotoksičnih limfocitov) nismo 
videli v tumorjih, oziroma jih je bilo tam zanemarljivo malo. Glede na količino infiltriranih 
makrofagov in spremembe v volumnih tumorjev lahko sklepamo, da imajo vse uporabljene 
terapije proti-tumorske učinke. Označeni makrofagi pa kažejo splošno sliko različne stopnje 
aktivacije imunskega sistema, vendar ne odgovarjajo dovolj natančno na vprašanje kako 
prispevajo k terapevtskim učinkom terapij, saj lahko glede na pridobljeni podtip bodisi 
pomagajo pri uničevanju tumorskih celic bodisi spodbujajo razvoj odpornosti na terapijo. 
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7. POVZETEK 
 
Rak je skupno ime za bolezni, ki nastanejo kot posledica nenadzorovanih celičnih delitev in 
se lahko razvije iz skoraj vsake celice našega telesa. Poleg bolezni srca in ožilja je rak vodilni 
vzrok umrljivosti na Zahodu. Nekatere oblike raka danes že uspešno zdravijo oziroma jih po 
začetku bolezni znajo nadzorovati in z zaporednim zdravljenjem preprečevati nadaljnji 
razvoj. Pri drugih oblikah raka pa področje onkologije ostaja nemočno in išče nove metode 
premagovanja bolezni. Za uspešno zdravljenje je pomembno čim bolj natančno poznavanje 
bolezni. Rak nastane kot posledica poškodbe DNA, do katere pride zaradi različnih 
endogenih in eksogenih dejavnikov imenovanih kancerogeni. Proces transformacije zdrave 
celice v tumorsko se imenuje kancerogeneza in je večstopenjski proces. Več zaporednih 
mutacij se začne s fazo iniciacije, ki povzroči genomsko nestabilnost. Nadaljuje se s fazo 
promocije, ko se celice z nestabilno DNA namnožijo, nato pa sledi faza izražanja malignega 
fenotipa, imenovana progresija. Uspešni kancerogenezi sledi tumorigeneza, ki pomeni 
namnožitev in rast tumorja. Na nivoju celic tumorska rast sledi principom Darwinove teorije 
evolucije. Tumor se z naravno selekcijo in velikim številom mutacij nenehno prilagaja 
spremembam v svojem okolju, skrije se pred imunskim sistemom organizma in postane 
odporen na zdravljenje. Pri tem pa ima pomembno vlogo tumorsko mikrookolje. 
 
Tumorsko mikrookolje je sestavljeno iz različnih stromalnih celic, ki skupaj s tumorskimi 
tvorijo tumor. Tumorsko mikrookolje je izjemno heterogeno, sestavljajo ga žile, stromalne 
celice, fibroblasti, različne vrste imunskih celic, adipocite in pericite. Vse te celice 
pomembno vplivajo na razvoj in preživetje tumorja, ključne pa so tudi za prognozo in 
uspešnost zdravljenja . Med tumorjem in njegovim mikrookoljem se razvije mutualističen 
odnos, ki tumorju omogoča neomejeno rast in prehod v fazo metastaziranja. Natančno 
poznavanje tumorskega mikrookolja vodi v odkrivanje novih metod zdravljenja. Zdravljenje 
raka se v splošnem izvaja na tri načine: kirurška odstranitev, sistemsko zdravljenje in 
radioterapija. Najpogosteje uporabljena in tudi najbolj uspešna je še vedno lokalna kirurška 
odstranitev tumorja, ki pa jo navadno kombinirajo z radioterapijo in sistemskim 
zdravljenjem. Sistemsko zdravljenje je zdravljenje s citostatiki, hormonskimi terapijami ali 
tarčno z biološkimi zdravili in imunoterapijo. Oblika zdravljenja s citostatiki je tudi 
elektrokemoterapija (ECT), s katero povečamo vnos citostatika s pomočjo elektroporacije. 
Elektroporacija je način vnosa, ki izkorišča fizikalni pojav, da zaradi spremembe 
električnega polja zunaj celice v membrani nastanejo kratko obstojne pore, skozi katere lažje 
prehajajo molekule. Elektroporacijo se uporablja tudi za vnos genskega materiala v tumorske 
celice in v tumorsko mikrookolje. Na ta način se v tumorju sproži vnetna reakcija, ki 
vzpodbudi imunski sistem organizma in vodi v infiltracijo imunskih celic v tumor. Z metodo 
fluorescenčne imunohistokemije smo opazovali stopnjo infiltracije imunskih celic, 
prisotnost in obliko žil ter mesta proliferacije v tumorjih po različnih terapijah.  
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Uporabili smo različne terapije, in sicer monoterapijo s cisplatinom in bleomicinom, ECT s 
cisplatinom in bleomicinom, monoterapije z genskim elektroprenosom interlevkina-12 
(GET/IL12) in kombinirano ECT z GET/IL-12. Terapije smo izvedli na laboratorijskih 
miših, po podkožnem injiciranju tumorskih celičnih linij melanoma B16F10 in tumorja 
debelega črevesa in danke CT26. Odvzete tumorje B16F10 so nato fiksirali v raztopini s 
cinkom in jih vklopili v parafin, tumorje CT26 pa smo fiksirali s 4% paraformaldehidom in 
jih zamrznili v tekočem dušiku ter shranili v zamrzovalni skrinji na -20 °C. Tako shranjene 
tumorje smo nato narezali na mikrometrske rezine, ki smo jih z ustreznim postopkom 
obarvali. 
 
Za analizo tumorjev smo uporabili metodo večbarvne fluorescenčne imunohistokemije. 
Imunohistokemija omogoča lokalizacijo specifičnih antigenov na mikroskopski sliki 
tumorske rezine. Za barvanje smo uporabili primarna in sekundarna protitelesa, ki so bila 
konjugirana z različnimi fluorescenčnimi barvili. Za vse rezine smo za barvanje celičnih 
jeder uporabili barvilo Hoecht 33342. Dodatno smo tumorske rezine barvali s primarnimi 
protitelesi proti CD31 za označevanje žil, proti Ki67 za označevanje celic v fazi delitve, proti 
F4/80 za makrofage, proti CD8 za citotoksične limfocite T in proti CD4 za celice pomagalke 
T. Na vsaki rezini smo obarvali žile in vzporedno še izbrano vrsto imunskih celic ali 
proliferacijo. Na ta način smo dobili boljši vpogled v prostorsko razporeditev različnih vrst 
celic v odnosu do razporeditve žil v tumorju. Med seboj smo primerjali različne terapije. 
Terapije GET in IL-12 (ne glede na kombinacijo z elektrokemoterapijo) so se izkazale za 
najbolj učinkovite pri aktivaciji imunskega sistema, saj so ti tumorji imeli pri obeh tumorskih 
modelih (B16F10 in CT26) največ prisotnih makrofagov. Barvanje citotoksičnih limfocitov 
T in celic pomagalk T je bilo pri obeh vrstah tumorjev  v veliki meri neuspešno. Tumorji 
mišjega melanoma B16F10 so se najbolj zmanjšali pri ECT s cisplatinom in bleomicinom, 
pri kombinirani ECT s cisplatinom in GET pa je tumor praktično izginil.  
 
Poleg primerjave različnih terapij smo testirali tudi uspešnost metode glede na način fiksacije 
in shranjevanja tkiva po odvzemu. Barvanje je bilo bolj uspešno na zmrznjenih rezinah kakor 
na parafinskih, čeprav so bile le te fiksirane v raztopini s cinkom, ki naj bi glede na podatke 
iz literature manj vplival na zakrivanje epitopov v celicah tkiva. Preverili smo tudi 
učinkovitost dveh različnih primarnih protiteles za označevanje celic v fazi celične delitve. 
Zajčje protitelo proti Ki67 se je bolje vezalo v jedrih celic zmrznjenih rezin, medtem ko se 
je ovčje protitelo proti Ki67 bolje vezalo v jedrih celic parafinskih rezin. Barvanje žil s 
kozjim protitelesom proti CD31 pa je bilo zelo uspešno in zanesljivo tako na parafinskih kot 
tudi na zmrznjenih rezinah.    
 
Glede na zmanjšanje volumna tumorjev v primerjavi s kontrolno skupino lahko za vse 
terapije trdimo, da imajo protitumorske učinke. Obarvani makrofagi kažejo tudi na različne 
stopnje aktivacije imunskega sistema, ki se je spreminjala glede na uporabljeno terapijo. 
Odsotnost limfocitov T (celic pomagalk in citotoksičnih limfocitov) pa je lahko posledica 
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tega, da uporabljene terapije ne povzročajo njihove povečane infiltracijev tumor ali pa se je 
v času odvzema tumorja njihova količina že zmanjšala, saj se infiltracija imunskih celic v 
tumorju skozi čas spreminja. Za večbarvno imunohistološko barvanje so glede na rezultate 
eksperimentalnega dela naloge primernejše zmrznjene rezine tkiva.  
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